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(...) Mas ndo devemos esquecer que, quando o radio foi descoberto,
ninguém sabia que ele seria util em hospitais. O trabalho era de ciéncia
pura. E isso € uma prova de que o trabalho cientifico ndo deve ser
considerado do ponto de vista de sua utilidade direta. Ele deve ser feito por
si mesmo, pela beleza da ciéncia, e entdo sempre ha a chance de que uma
descoberta cientifica possa se tornar, como o radio, um beneficio para a
humanidade. Mas a ciéncia nao é rica, ndo dispée de meios importantes e
geralmente n&o recebe reconhecimento antes que sua utilidade material
seja comprovada. As fabricas produzem muitos gramas de radio todos os
anos, mas os laboratérios tém quantidades muito pequenas. O mesmo se
aplica ao meu laboratério, e sou muito grata as mulheres Americanas que
desejam que eu tenha mais radio e me déem a oportunidade de trabalhar
mais com ele. A histdria cientifica do radio é bela. As propriedades dos raios
foram estudadas minuciosamente. Sabemos que particulas sdo expelidas
do radio a uma velocidade muito alta, préxima a da luz. Sabemos que os
atomos de radio sdo destruidos pela expulsdo dessas particulas, algumas
das quais sao atomos de hélio. E, dessa forma, provou-se que os elementos
radioativos estdo em constante desintegragdo e que, no final, produzem
elementos comuns, principalmente hélio e chumbo. Esta é, como se vé,
uma teoria da transformacdo de atomos que ndo sdo estaveis, como se
acreditava antes, mas podem sofrer mudangas espontaneas. O radio nao é
0 Unico a possuir essas propriedades. Muitos outros radioelementos ja sao
conhecidos: o polénio, o mesotério, o radiotério e o actinio. Também
conhecemos gases radioativos, chamados emanagbes. H4 uma grande
variedade de substancias e efeitos na radioatividade. Sempre ha um vasto
campo para experimentagdo e espero que possamos ter algum progresso
significativo nos préximos anos. E meu sincero desejo que alguns de vocés
continuem este trabalho cientifico e mantenham em suas ambicbes a
determinagéo de fazer uma contribuicdo permanente para a ciéncia (...)
(Discurso de Madame Curie no Vassar College, 14 de maio de 1921,
publicado em “The Discovery of Radium”)



RESUMO

Disturbios neuroldgicos (DNs) sado condigbes cronicas que comprometem a
plasticidade sinaptica, a memoria e o aprendizado. Nas ultimas décadas, evidéncias
tém apontado o envolvimento das galectinas expressas no sistema nervoso central
em processos de neuromodulacido e neuroinflamagao associados aos DNs. Apesar
dos avangos, o papel da Galectina-4 (Gal-4) no cérebro permanece pouco
explorado, especialmente em relacdo a plasticidade sinaptica, memoria e
aprendizado. Diante disso, este estudo investigou a contribuicdo da Gal-4 na
plasticidade sinaptica e na consolidagdo da memoria, com énfase em sua interagéo
com vias de sinalizagdo gabaérgicas, dopaminérgicas e glutamatérgicas. Analises in
silico utilizando o ClusPro, indicaram energia de ligagao favoravel de acordo com o
parametro de menor pontuagdo ponderada de energia e eficiéncia de acoplamento
da Gal-4 a subunidade GIuN2B de receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Weighted
Score = -1029,5) e aos receptores dopaminérgicos D2 (Weighted Score = -818,3).
Complementarmente, experimentos de imunocitoquimica em células de
neuroblastoma humano mostraram aumento significativo da expressao endogena de
Gal-4 apds o bloqueio de vias glutamatérgicas (Z = 7,047; Z = 5,210; p < 0,0001) e
dopaminérgicas (Z = 8,404; Z = 6,400; (p < 0,0001), em comparagao ao grupo
controle e ao grupo tratado com muscimol, respectivamente. Além disso, o bloqueio
da Gal-4 endogena reduziu os niveis de pCREB em células de neuroblastoma
submetidas a atividade gabaérgica, quando comparado ao grupo com excitagao
neuronal sem bloqueio (Z = 5,455; p < 0,0001), sugerindo uma possivel modulagao
da Gal-4 sobre vias de sinalizagao relacionadas a atividade neuronal in vitro. Por
outro lado, a inibicdo de Gal-4 ndo alterou a expressdo génica de receptores
dopaminérgicos, glutamatérgicos, pCREB, nem de genes associados a plasticidade
sinaptica. Em modelo in vivo, o bloqueio intra-hipocampal de Gal-4 ndo impactou a
memoria de medo na tarefa de condicionamento contextual. Em conjunto, os dados
indicam, de forma inédita, que a Gal-4 enddgena pode exercer um papel
neuromodulador na plasticidade sinaptica por meio de mecanismos

pos-transcricionais homeostaticos, envolvendo as vias NMDA/pCREB e D2/pCREB.

Palavras-chave: Galectina-4; cérebro; memoria; neuromodulagéo.



ABSTRACT

Neurological disorders (NDs) are chronic conditions that impair synaptic plasticity,
memory, and learning. In recent decades, evidence has highlighted the involvement
of galectins expressed in the central nervous system in neuromodulation and
neuroinflammation processes associated with NDs. Despite advances, the role of
Galectin-4 (Gal-4) in the brain remains poorly explored, especially in relation to
synaptic plasticity, memory, and learning. Therefore, this study investigated the
contribution of Gal-4 to synaptic plasticity and memory consolidation, with an
emphasis on its interaction with GABAergic, dopaminergic, and glutamatergic
signaling pathways. In silico analyses using ClusPro indicated favorable binding
energy of Gal-4 to the GIuN2B subunit of NMDA-type glutamate receptors (Weighted
Score = -1029.5) and to dopamine D2 receptors (Weighted Score = -818.3).
Complementarily, immunocytochemistry experiments in human neuroblastoma cells
showed a significant increase in endogenous Gal-4 expression after blockade of
glutamatergic (Z = 7.047; Z = 5.210; p < 0.0001) and dopaminergic (Z = 8.404; Z =
6.400; p < 0.0001) pathways, compared to the control group and the
muscimol-treated group, respectively. Furthermore, blockade of endogenous Gal-4
reduced pCREB levels in neuroblastoma cells subjected to GABAergic activity, when
compared to the group with neuronal excitation without blockade (Z = 5.455; p <
0.0001), suggesting a possible modulation of Gal-4 on signaling pathways related to
neuronal activity in vitro. On the other hand, inhibition of Gal-4 did not alter the gene
expression of dopaminergic receptors, glutamatergic receptors, pCREB, or genes
associated with synaptic plasticity. In an in vivo model, intrahippocampal Gal-4
blockade did not impact fear memory in the contextual conditioning task. Taken
together, the data indicate, for the first time, that endogenous Gal-4 may play a
neuromodulatory role in synaptic plasticity through homeostatic post-transcriptional
mechanisms involving the NMDA/pCREB and D2/pCREB pathways.

Keywords: Galectin-4; brain; memory; neuromodulation.
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1 INTRODUGAO

Mais de 3 bilhdes de pessoas no mundo convivem com Disturbios
Neurologicos (DNs)', condigdes incapacitantes que afetam memoria, aprendizado e
cognigao (Steinmetz et al., 2024). O aumento crescente da carga global por DNs,
tem sido impulsionado por fatores como envelhecimento populacional e alto
crescimento demografico, principalmente em paises de baixa e média renda (Feigin
et al.,, 2020). Esses disturbios sdo heterogéneos e multifatoriais, resultantes da
interagdo entre fatores genéticos, epigenéticos, bioldgicos, psicossociais e
ambientais que afetam o funcionamento do Sistema Nervoso Central (SNC) e o
Sistema Nervoso Periférico (SNP) (Cannon e Greenamyre, 2011; Grezenko et al.,
2023; Aminorroaya e Aboyans, 2025).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de estudos sobre a relagao
bidirecional e de alta comorbidade entre DNs e Transtornos Mentais (TMs)?, muitas
vezes sub tratados e subnotificados (Hesdorffer, 2016; Erlangsen et al., 2020; Gibbs
et al., 2018; Giambarberi e Munger Clary, 2022). Tal interacdo pode aumentar a
gravidade dos sintomas, o que exige abordagens terapéuticas integradas e
personalizadas.

O diagndstico precoce e o manejo terapéutico adequado dos DNs sao
desafiados pela progressiva, e muitas vezes silenciosa, disfungcao de areas cerebrais
associadas a cognigdo, memoria e aprendizado (Perl, Olanow e Calne, 1998). Ha
uma intrincada rede de neuromodulagéo envolvida nessas patologias, que aumenta
a complexidade terapéutica (Altunkaynak et al., 2017). Apesar da crescente
demanda, os avancos no desenvolvimento de terapias eficazes ainda ocorrem de
forma lenta, em parte devido a limitada compreensdo dos mecanismos
neurobiolégicos subjacentes a essas condicbes (Feigin et al., 2020). A isso
somam-se 0 acesso desigual a servigos de saude e tratamentos farmacolégicos que

podem gerar ndo 'aderéncia ao tratamento (Mills et al., 2014; Bahrani et al., 2016;

1 Disturbios Neuroldgicos (DNs) sdo condi¢des que afetam progressivamente fun¢des cognitivas e
motoras do Sistema Nervoso Central e Sistema Nervoso Periférico.

2 Transtornos Mentais (TMs) s3o desordens que afetam o processamento de emogdes, de humor e de
comportamento. Alguns autores consideram que elas sdo um subgrupo de DNs, outros diferenciam
para analisar a comorbidade com outros DNs.
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Feigin et al., 2020; Jiang et al., 2023; Junaid Farrukh et al., 2021; Dabilgou et al.,
2024).

Nesse contexto, € necessario aprofundar o conhecimento sobre as bases
estruturais e funcionais que sustentam a regulacdo cerebral da memdria e do
aprendizado — processos chave na fisiopatologia de DNs. Entre os alvos de
crescente interesse estdo as galectinas — uma familia de proteinas ligantes de
carboidratos que participam de processos fundamentais como sinalizagao celular,
inflamac&o e resposta imune inata e adaptativa em resposta a patogenos e
regulacdo de mecanismos de reparo celular (Kruk et al., 2023; Liu e Stowell et al.,
2023; Galdino, 2021; Silva, 2024; Jacob e Gorek, 2024).

No SNC, as galectinas -1, -3, -4, -8 e -9 estdo envolvidas em processos
neuroinflamatérios e de neuromodulagao, e vém sendo associadas a fisiopatologia
de alguns DNs (Liu, Yang e Hsu et al., 2012; Chen et al., 2014; Diez-Revuelta et al.,
2017; da Rosa et al., 2021; Ferreira, 2022; Brocca et al., 2022; Gomes et al., 2024).
No entanto, a Galectina-4 (Gal-4) permanece pouco explorada na literatura cientifica
(Rustiguel et al., 2016). A Gal-4 é expressa nos oligodendrocitos e tem sido
associada a formacado e manutencdo da bainha de mielina, especialmente na fase
inicial do desenvolvimento do SNC (da Rosa et al., 2021; Peixoto e da Rosa, 2025).
No entanto, ainda ndo ha estudos que relacionem a Gal-4, plasticidade sinaptica e
memoria.

Assim, o presente estudo tem como objetivo investigar a atuagédo da Gal-4 no
SNC, e ampliar a compreensao sobre sua fungao na excitagao e inibicao celular via
sinalizagdo gabaérgica, dopaminérgica e glutamatérgica - processos
neurobiolégicos essenciais na plasticidade sinaptica, memoria e aprendizado. A
elucidacdo do papel dessa proteina podera contribuir para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas voltadas a modulagdo cognitiva em disturbios que

afetam a memoaria e aprendizagem.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
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Investigar o envolvimento de Gal-4 em processos relacionados a plasticidade sinaptica,
memoria e aprendizado e a relagcdo de Gal-4 com vias dopaminérgicas, glutamatérgicas e

gabaérgicas.

2.2 Objetivos Especificos

-Analisar por docking molecular a associagcdo entre Gal-4 e receptores

glutamatérgicos e dopaminérgicos;

-Quantificar a expressao enddégena de Gal-4 em cultura de neuroblastoma pelas
técnicas de Imunocitoquimica (ICC) e Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (QPCR);

-Analisar a influéncia das vias glutamatérgicas e dopaminérgicas na expressao

endogena de Gal-4 em cultura de neuroblastoma, pela técnica de ICC;

-Analisar se o bloqueio de Gal-4 enddgeno influencia a atividade de fosfo-CREB
(pCREB) pela técnica de ICC;

-Analisar o nivel de expressdo de genes codificadores de Arc, C-Fos, receptor
glutamatérgico NMDA e receptor dopaminérgico do tipo D2, com e sem o bloqueio

da atividade de Gal-4 endogena pela técnica de qPCR,;

-Analisar se a administracao intra-hipocampal de anticorpo anti-Gal-4 (0,5ug/uL)
pos-treino na tarefa de medo condicionado contextual altera a consolidagdo de

memoria contextual aversiva de ratos.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Galectinas

A extracao e purificagdo de galectinas para investigacdo de sua estrutura e

funcao representaram um grande desafio nos estudos iniciais, principalmente devido
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a necessidade de controle de fatores-chave na regulagdo de sua atividade bioldgica
(Kamili et al., 2016; Barondes et al., 2008). As galectinas foram descritas pela
primeira vez em 1975 como proteinas pertencentes a familia das lectinas capazes
de reconhecer carboidratos, em um estudo pioneiro liderado por Vivian Teichberg e
colaboradores. Inicialmente denominadas “electrolectinas”, essas proteinas foram
isoladas de 6rgaos da enguia elétrica Electrophorus electricus (Teichberg et al.,
1975).

Observou-se a capacidade da electrolectina de aglutinar eritrocitos de coelhos
tratados com tripsina, enzima responsavel por remover residuos de acido sialico nas
extremidades terminais de cadeias de polissacarideos, permitindo a ligagdo dessas
estruturas a outras moléculas (Teichberg et al., 1975). Essa ligagao foi inibida por
dissacarideos contendo residuos (3-galactosideos em terminais nao redutores, o que
sugeriu a capacidade da electrolectina de formar interagdes nao covalentes e,
portanto, altamente reversiveis (Teichberg et al., 1975). Também observou-se que
sua especificidade era voltada a sacarideos com terminais ndo redutores de
D-galactose em configuragdo B, enquanto tal afinidade nao foi evidenciada em
oligossacarideos contendo residuos a-D-galactosil (Teichberg et al., 1975).

A constatagcdo de que a presenga de um agente redutor no tampao era
essencial para manter a atividade de aglutinagcéo tanto do homogeneizado quanto da
proteina purificada foi uma das principais razdes para o insucesso na identificacao
das galectinas em trabalhos anteriores (Barondes et al., 2008). Isso ilustra as
limitagdes na reprodutibilidade de protocolos e a importancia de se considerar
requisitos intrinsecos as galectinas (Kamili et al., 2016).

Durante muito tempo, essas proteinas foram denominadas “lectinas do tipo
S”, em referéncia a sua dependéncia de grupamentos tiois reduzidos, como a
sulfidrila — caracteristica replicada em diversos estudos (Teichberg et al., 1975;
Yang et al., 2001; Lahm et al., 2004; Nangia-Makker et al., 2002). No entanto, esse
termo foi posteriormente abandonado, a medida que novas galectinas foram
identificadas com atividade independente de agentes redutores durante o isolamento
(Barondes et al., 2008).

Um maior controle da influéncia de fatores que desafiam a extragdo e
purificacdo das galectinas, permitiu consolidar sua caracterizagcao estrutural e suas
funcdes tém sido investigadas. Hoje é possivel compreender que as galectinas s&o

proteinas endogenas evolutivamente conservadas cuja selegdo natural moldou a
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hierarquia e a redundancia parcial de elementos moleculares e atdbmicos que
compdem seus dobramentos tridimensionais (Pandini et al., 2010; Vasta, 2012). As
galectinas estdo presentes em organismos invertebrados e vertebrados, como
esponjas, nematoides, fungos, plantas e mamiferos (Vasta, 2012; Modenultti et al.,
2019). Ao se ligarem a glicanos contendo residuos [(3-galactosideos, as galectinas
regulam eventos bioldgicos em diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, por
meio da modulagao de sinalizacao intra e extracelulares (Figura 1).

Essa capacidade de ligagcéo a glicanos é conferida pela presengca do Dominio
de Reconhecimento de Carboidrato (CRD, do inglés Carbohydrate Recognition
Domain), estruturas com homologia primaria que contém de 130 a 140 aminoacidos
(Hirabayashi et al., 2002; Cummings et al., 2022). Cada CRD é composto por duas
folhas B antiparalelas, organizadas em um arranjo do tipo sanduiche-3, que assume
uma forma de “mé&o fechada” (Thijssen, Rabinovich e Griffioen, 2013; Rustiguel et
al., 2016; Modenutti et al., 2019). Esse arranjo possibilita o reconhecimento e a
ligacao a carboidratos.

As galectinas sdo nomeadas de acordo com sua ordem de descoberta e, até
o momento, foram identificados 15 subtipos expressos endogenamente em
mamiferos (Figura 1). Elas podem ser classificadas em trés grupos com base na
estrutura e quantidade de CRDs:

a) Prototipos — apresentam um unico CRD em sua cadeia polipeptidica e
podem formar dimeros nao covalentes, que variam quanto a extensdo da
dimerizagao no estado estacionario (galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -16);

b) Quiméricas — possuem um CRD ligado a uma regido N-terminal ndo
lectina, capaz de formar oligbmeros;

c) Tandem-repeat — apresentam dois CRDs distintos numa unica cadeia
polipeptidica, interligados por um peptideo ligante funcional (galectinas -4, -6, -8, -9
e -12) (Yang, Rabinovich e Liu, 2008; Vasta, 2012; Rustiguel et al., 2016).

Apesar de a maioria das galectinas apresentarem afinidade por residuos
B-galactosideos, um estudo recente demonstrou que a galectina-13 ndo exibe essa
atividade e forma dimeros por meio de pontes dissulfeto (Su et al., 2018).

As galectinas sao sintetizadas no citosol e secretadas por uma via nao
classica para o espaco extracelular apical, de onde sao posteriormente
internalizadas em compartimentos endossomais e transportadas de volta até a rede
trans-Golgi (Hughes, 1999; Nickel, 2005; Bay et al., 2014).
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Na interagdo galectina-glicano, essas proteinas se ligam a uma variedade de
glicoconjugados a peptideos, proteinas ou lipidios — modificagbes pds-traducionais
altamente reguladas por diferentes estimulos (Rabinovich, 1999; Blidner et al.,
2015). Nessa interagdo, as galectinas podem atuar como receptores na superficie
celular que detectam e respondem sinais (Rabinovich, 1999; Blidner et al., 2015). A
expressdo e a distribuicdo subcelular das galectinas sao sensiveis a estimulos
infecciosos, inflamatérios, de diferenciagdo celular e a regulagdo por genes
supressores tumorais (Rabinovich, 1999). As galectinas podem ser encontradas na
matriz extracelular (MEC), na membrana plasmatica, nas organelas citoplasmaticas,
no citosol e no nucleo (Figura 1). A avidez dessas interagcbes e sua poténcia de
sinalizagdo sao determinadas pela capacidade das galectinas de dimerizar ou
oligomerizar, em conjunto com a estrutura, o numero e a densidade de epitopos de

glicanos nas glicoproteinas (Dam e Brewer, 2010; Blidner et al., 2015).

Figura 1 — Tipos, locais de atuacdo e fungdes das galectinas
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Galectinas podem ser classificadas em trés tipos: a) protétipo, caracterizada por conter um CRD e de

formar dimeros (galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -16); b) quimera, caracterizada por conter
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um CRD conectado a uma regidao N-terminal ndo-lectina e oligomerizar ao formar um complexo de
mondmeros (Galectina-3); ¢) Tandem-repeat, caracterizada por conter dois CRDs distintos entre si e
interconectados por um peptideo ligante (galectinas -4, -6, -8, -9 e -12). MEC: Matriz Extracelular.

Fonte: A autora com Biorender (2025).

3.1.1 Fungdbes das galectinas

As galectinas estdo envolvidas em diversos processos biolégicos, como
adesao celular, quimiotaxia, regulagdo do crescimento celular, imunomodulagéao,
inflamacado, embriogénese, metastase e splicing do pré-RNA mensageiro
(Rabinovich, 1999). Especificamente, as galectinas -1, -2, -3, -4 e -7 sdo expressas
em células epiteliais e mucosas de regides do trato gastrointestinal, como estébmago
e intestino, e podem modular respostas imuno inflamatérias e tumorigénicas,
amplificando-as ou atenuando-as (Sundblad et al., 2018; Negedu, Duckworth e Yu,
et al., 2022; Kolobovnikova et al., 2018; Gitt et al., 1998; Alves et al., 2011).

Essas galectinas regulam a endocitose de glicoproteinas e glicolipidios da
membrana plasmatica, e desempenham papéis importantes na resposta pro- e
anti-inflamatéria, na imunidade inata e adaptativa, nos processos de reparo celular,
bem como no desenvolvimento e progressao de diversos tipos de cancer (He e
Baum, 2006; Henderson e Sethi, 2009; Chen et al., 2014; Nabi et al., 2015; da Rosa
et al., 2021) (Figura 2).

A progressdo do cancer e metastase € principalmente promovida por
alteragdes genéticas e epigenéticas que desregulam a expressdao e funcdo de
metaloproteinases de matriz extracelular (Bjorklund e Koivunen, 2005; Curran e
Murray, 1999). Ao interagirem com integrinas, caderinas e fibronectina, as galectinas
desencadeiam efeitos que aumentam a capacidade invasiva dos tumores (Wu et al.,
2009; Yang et al., 2024; Sedlar et al., 2021; Advedissian et al., 2017; Ozeki et al.,
1995).

Estudos recentes vém destacando o papel essencial das galectinas na
mediacao das interacdes célula-célula e célula-MEC, com implicacdes relevantes em
processos imunolégicos e tumorais (Gabius et al.,, 1997; Rabinovich et al., 1999;
Ochieng, Furtak e Lukyanov, 2002; He e Baum, 2006; Nobumoto et al., 2008; Vasta
et al., 2012). A inibigéo in vivo da expressao de galectina-3 (Gal-3) em células-tronco

tumorais de prostata, resultou na reducao do crescimento tumoral e da invasividade,
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0 que evidencia seu efeito tumoral (Caputo, 2020). Em contrapartida, a Galectina-9
(Gal-9) mostrou efeito anti-tumoral ao suprimir a adesao de células de melanoma da
linhagem B16F10 in vitro, aos componentes da MEC — colageno tipos | e |V,
fibronectina, laminina, vitronectina —, bem como ao acido hialurénico via CD44,
molécula adesiva expressa por essas células tumorais (Nobumoto et al., 2008).

As galectinas exercem fungao imunomodulatéria ao regular a atividade de
células imunes e sao mediadores em diferentes fases da resposta inflamatdria.
Macrofagos exibem grande plasticidade e adaptam seu fendtipo ao microambiente
inflamatorio, polarizando-se nos subtipos M1 (pro-inflamatorio) ou M2
(anti-inflamatério/reparador) (Pérez e Rius-Pérez, 2022; Chen et al., 2023). As
galectinas -1, -3 e -9 participam ativamente da polarizagdo de macroéfagos,
favorecendo o reparo tecidual (Li et al., 2022; Shirakawa et al., 2018; Lv, Bao e Li,
2017; Liu e Stowell, 2023). Em amostras de sangue humano, a galectina-1 (Gal-1)
demonstrou inibir a adesao de linfécitos T a MEC, incluindo laminina, fibronectina e
colageno tipo IV. Esse efeito foi revertido com o bloqueio da Gal-1, evidenciando sua
funcdo supressora em processos inflamatoérios e autoimunes (Rabinovich et al.,
1999).

Em estudo recente, a Gal-1 presente em exossomos derivados de
células-tronco mesenquimais, promoveu a polarizacdo de macrofagos M2 por meio
da via JAK-STAT (Li et al., 2022). A Gal-3, via IL-10/STAT3, contribui para a indugao
de macrofagos produtores de osteopontina — molécula associada a eliminagao de
detritos celulares e a fibrose reparadora — no contexto de infarto do miocardio
(Shirakawa et al., 2018). Ja a superexpressao de Gal-9 foi correlacionada a maior
atividade de TGF-f3, IL-10 e STAT3, marcadores classicos do perfil M2 (Lv, Bao e Li,
2017).
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Figura 2 — Galectinas sao reguladoras unicas da imunidade do hospedeiro
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Classificagao de galectinas em prototipicas, quimera e Tandem-repeat. a) As galectinas extracelulares podem se
envolver em sequéncias padrboes repetidas de glicano comuns de diferentes glicoproteinas e glicolipidios,
expressos na superficie da maioria das células. As galectinas podem ligar-se a uma ampla variedade de
receptores de glicoproteinas e glicolipidios, o que pode resultar em sinalizacdes distintas a depender do tipo de
receptor envolvido. As modificagées de glicano de proteinas da superficie celular podem mudar apds eventos de
ativagéo e diferenciagéo celular, e gerar o envolvimento da galectina em alvos de glicoproteinas ou glicolipidios
completamente diferentes e, portanto, diferentes resultados de sinalizagdo celular. Em células imunes (células
imunes inatas, como macréfagos e células dendriticas, e células imunes adaptativas, como células T e células
B), essas interagbes podem afetar a ativagéo celular, secre¢do de citocinas inflamatdrias, quimiotaxia e destino
celular. b) As galectinas séo sintetizadas, secretadas ou residem no citosol, devido a falta de uma sequéncia de
sinal classica, mas também podem deslocar-se para o nucleo. As galectinas citosdlicas podem impactar a
sinalizagao celular ligando-se diretamente a alvos intracelulares, como BCL-2 e proteina X interativa com ALG2
(ALIX), através de interacdes independentes de carboidratos. Isso pode afetar a sinalizagdo celular,
sobrevivéncia, fagocitose e autofagia. c) As galectinas intracelulares podem se ligar a glicanos expostos apds

dano em organelas, induzindo autofagia. Fonte: Adaptado de Liu e Stowell (2023).

3.1.2 Galectinas -1, -3, -4, -8 e -9 na neuroinflamagédo em disturbios neurolégicos

Desde os estudos pioneiros sobre galectinas, ja se especulava seu possivel
envolvimento na formagao de conexdes sinapticas em regides cerebrais (Teichberg
et al., 1975; Barondes et al., 2008). Até o final da década de 1990, porém, os
conhecimentos sobre as fun¢des in vivo das galectinas ainda eram limitados, sendo
mais bem descritos seus papéis bioquimicos (Rabinovich et al., 1999). Dentre as 15
galectinas conhecidas, as isoformas -1, -3, -4, -8 e -9 sdo expressas no SNC e

modulam respostas celulares e moleculares associadas a neuroinflamagdo e a
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neurodegeneracao (Diez-Revuelta et al.,, 2017; da Rosa et al., 2021; Chen et al.,
2014; Ferreira, 2022; Brocca et al., 2022; Peixoto e da Rosa, 2025).

O padrao de expressao das galectinas varia entre as regides cerebrais, o que
sugere uma especializagdo funcional de acordo com a fisiologia de cada area do
SNC (Chen et al., 2017). Estudos pré-clinicos in vitro, in vivo e analises post-mortem
destacam o papel dessas galectinas — especialmente as isoformas -1, -3, -4, -8 e -9
— em processos como disfungbes cognitivas, regulagcdo da resposta
imunoinflamatéria, modulagdo da plasticidade sinaptica, neurodegeneragado e
neuroprotecdo, com destaque para a atuagao glial, em especial da microglia (Gomes
et al., 2024) (Figura 3).

A microglia € uma célula imunovigilante derivada da medula éssea, capaz de
processar e apresentar antigenos, secretar citocinas e quimiocinas, além de
fagocitar elementos celulares danificados ou patéogenos (Voet, Prinz e Van Loo,
2019; Ludwig, 2023). Durante processos inflamatorios, a microglia prolifera, modifica
sua morfologia e forma agregados ao redor de areas lesionadas ou de neurénios em
morte celular, promovendo a limpeza de detritos teciduais apds injurias ou em
doengas neurodegenerativas (Voet, Prinz e Van Loo, 2019; Ludwig, 2023). Entre as
galectinas com papel microglial relevante, destaca-se a Gal-3. Ela regula processos
de neurodegeneragcdao mediados por microglia ativada, induzindo mecanismos
pré-inflamatoérios, como a producao de citocinas e o estresse oxidativo (Gomes et
al., 2024). Em amostras corticais humanas com Doenga de Alzheimer (DA) e em
camundongos envelhecidos, observou-se maior expressao de Gal-3 em microglias
localizadas proximas a placas de B-amiloide, alteracdo ausente nos controles
(Boza-Serrano et al., 2019). Em tecidos neocorticais e hipocampais de pacientes
com DA de inicio precoce, a Gal-3 foi detectada em microglias proximas a placas
amiloides maiores e mais irregulares, além de neurbénios contendo agregados de
proteina tau (Boza-Serrano et al., 2022; Gomes et al., 2024). Em camundongos
idosos com déficits cognitivos induzidos por LPS, o knockdown de gal-3 reduziu a
neuroinflamacéo e a apoptose neuronal hipocampal por inibicdo da via TLR4/NF-kB,
favorecendo a melhora do desempenho cognitivo (Chen et al., 2022; Gomes et al.,
2024).

De forma semelhante, a Gal-1 microglial também vem sendo relacionada a
imunomodulagdo em doengas neurodegenerativas (Gomes et al., 2024) (Figura 3).

Dados transcriptdmicos de ratos revelaram uma redugéao significativa da expresséao
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de gal-1 com o envelhecimento (Kiss et al., 2023; Gomes et al., 2024). In vitro, a
Gal-1 atenuou a secregdo de TNF e 6xido nitrico por microglias estimuladas com
LPS, ao mesmo tempo em que aumentou a produgao de IL-10 e TGF-B, o que
sugere um perfil anti-inflamatorio (Wang et al., 2015; Gomes et al., 2024) (Figura 3).
Em pacientes com Doenca de Parkinson, observou-se baixos niveis de Gal-1 no
liquido cefalorraquidiano (LCR) (Marques et al., 2019; Gomes et al., 2024). Modelos
experimentais indicam que a Gal-1 pode atenuar a neurodegeneragdo via
modulagdo microglial (Starossom et al., 2012).

Quanto a funcdo imunomoduladora do cérebro em doengas cronicas
transmissiveis e ndo transmissiveis, destacam-se a Gal-9 e Gal-3. Em um estudo
com amostras post-mortem, observou-se uma relacao entre elevacdo de Gal-9 no
LCR, ativagao imunoldgica do SNC e baixo desempenho cognitivo, em individuos
mais velhos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Premeaux et
al., 2019; Gomes et al., 2024) (Figura 3). Em um estudo com camundongos que
desenvolveram malaria cerebral, observou-se associacido entre a Gal-9 e o CD146
na agregacao de hemacias e linfocitos infectados (Duan et al., 2021; Gomes et al.,
2024) (Figura 3). Em amostras séricas de humanos com DA foi visto correlagao
positiva entre a G-9 e a proteina de ligagdo ao acido biliar ileal humano (I-BABP)
(Wang et al., 2019; Gomes et al., 2014) (Figura 3). Em um estudo com ratos que
desenvolveram isquemia/reperfusao renal, houve expressdo génica significativa de
Gal-3 hipocampal, NF-kB, p65 e do grupo box-1 de alta mobilidade (HMGB-1),
quando comparado ao placebo quando comparado ao placebo (Hassan et al.,
2023; Gomes et al., 2024) (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas cerebrais, tipos/estruturas celulares e moléculas associadas as

galectinas
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Resumo ilustrativo dos resultados incluidos da revisdo. Nos estudos foram incluidas amostras séricas, corticais,
hipocampais, e de liquido cefalorraquidiano de estudos in vivo e post-mortem de humanos diagnosticados com
tauopatias, como a Doenca de Alzheimer e a Doenca de Parkinson. Foi visto regulacdo positiva das galectinas-3
e -9 na microglia ativada, eventos pro-inflamatérios e disfungdes sinapticas em regides associadas a memoria e
aprendizado no sistema nervoso central. As galectinas-1 e -8 microgliais foram associadas a eventos
anti-inflamatérios, enquanto as galectinas -3 e -4 foram associadas a neuroprotegéo através da remielinizagéo
neuronal. LCR: liquido cefalorraquidiano; TLR4: receptores Toll-like 4 (do inglés, Toll-like Receptor 4); NF-kB:
fator nuclear Kappa B (do inglés, Nuclear factor kappa B); TREM2: Receptor de gatilho expresso em células
mieloides 2 (do inglés, Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2); HMGB1: Box de grupo de alta
mobilidade 1 (do inglés, High mobility group box 1); BABP: acido biliar ileal humano; CD146: cluster de
diferenciagédo 146 (do inglés, Cluster of Differenciation 146); TNF-a: Fator-a de Necrose Tumoral (do inglés,
Tumor Necrosis Factor-a); sST2: Supressdo solivel da tumorigénese-2 (do inglés, Soluble suppression of
tumorigenesis-2); TGF-B: Fator-f de Crescimento Transformador (do inglés, Transforming growth factor-g); NO:

oxido nitrico (do inglés, Oxid Nitric); IL-10: Interleucina-10. Fonte: Gomes e colaboradores (2024).

Estudos recentes sugerem ainda um papel neuroprotetor das galectinas na
restauracao do equilibrio neuroimune em disturbios psiquiatricos. Em um estudo
com pacientes diagnosticados com esquizofrenia, observou-se correlagdo entre os
niveis séricos de Gal-3 e a citocina pré-inflamatéria TNF, com o marcador sST2
soluvel, e associagdo negativa com a citocina TGF-B (Minic Janicijevic et al.,
2022; Gomes et al., 2024) (Figura 3). Isso indicou que a Gal-3 pode contribuir para a
inflamacéo sistémica periférica continua e a duragdo da doenga (Minic Janicijevic
et al., 2022).
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Peixoto e Rosa (2025) sugerem que as galectinas -1, -3, -4, -8 e -9, modulam
vias inflamatdrias e apoptéticas ao regular a fungado mitocondrial e estresse oxidativo
(Cummings et al., 2022; Mielczarek-palacz et al., 2022). Por exemplo, a Gal-3
endogena pode ser liberada no contexto de neuroinflamagédo e interagir com o
receptor TLR4 na microglia, promovendo uma resposta pro-inflamatéria M1. Apds
lesdo cerebral traumatica, esse mecanismo pode agravar a inflamagéo e a perda
neuronal. Além disso, a ativacdo do TLR4 tem sido associada a fisiopatologia da
depressao, por afetar a produgdo de citocinas pro-inflamatérias e interferir na
neurotransmissao glutamatérgica e gabaérgica (Burguillos et al., 2015; Stajic et al.,
2019; Shin, 2022; Peixoto e Rosa, 2025).

3.1.3 Galectina-4

A Gal-4 é classificada como tandem-repeat, e contém 2 CRDs distintos: a) a
Galectina-4N, localizada no N-terminal; b) a Galectina-4C, localizada no C-terminal
(Rustiguel et al., 2016) (Figura 4a). Foi possivel observar via técnica de cristalografia
de raios-X, que a Gal-4 é composta de 323 residuos de aa distribuidos nas
seguintes divisbes: dominio N-terminal (aa 1-150; Galectina-4N), peptideo de
ligacao (aa 151-178) e dominio C-terminal (aa 179-323; Galectina-4C) (Figura 4a).

Figura 4 — Estruturas cristalinas dos dominios Galectina-4N e Galectina-4C
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(a) Folhas sanduiche-3 das estruturas de Galectina-4N (azul) e Galectina-4C (rosa). As folhas-3
antiparalelas sdo mostradas em azul (FO-F5), ciano (S1-S6a/b) para Galectina-4N, rosa
(FO'-F5') e rosa claro (S1'-S6a’) para a Galectina-4C. (b) Superficie de potencial eletrostatico

para as estruturas Galectina-4N e Galectina-4C. Na escala em unidade de medida kT/e, que
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consiste no potencial eletrostatico em energia térmica por carga elementar, as cargas
positivas estdo na cor azul, as cargas negativas estdo na cor vermelha e as areas neutras
estdo em branco. Vista frontal (folha-f nas coordenadas S1-S6/S1'-S6') e vista traseira
(folha-B nas coordenadas FO-F5/FQ'-F5'). O circulo marca o sitio de ligagao candnico. Fonte:
Adaptado de Rustiguel e colaboradores (2016).

Na Figura 4b, é possivel observar a superficie eletrostatica da Gal-4 no
formato tridimensional, nas orientagées frontal e traseira. O desvio quadratico médio
(RMSD) mede a distancia média entre atomos Ca de moléculas sobrepostas,
comparando estruturas em modelo de docking com estrutura de referéncia
(Rustiguel et al., 2016). Ca sao atomos de carbono tetraédrico de posi¢ao central em
aminoacidos, que ligam-se a um atomo de hidrogénio, um grupo amino, um grupo
carboxila e uma cadeia lateral (Oldfield e Hubbard, 1994). Os dominios Galectina-4N
e Galectina-4C, compartilharam um RMSD de 1,2 A entre atomos de Ca (Rustiguel
et al., 2016), o que indica alta semelhanga estrutural. Também foi visto uma
diferenca na distribuicdo de carga na superficie do potencial eletrostatico, onde na
Galectina-4C ha predominancia de carga elétrica positiva, e na Galectina-4N ha uma
distribuicdo mais heterogénea com uma regido positiva localizada no sitio de ligagao
(Rustiguel et al., 2016) (Figura 4b).

Na Figura 5 é possivel observar a unido das estruturas Galectina-4N e
Galectina-4C em uma unica cadeia polipeptidica (Rustiguel et al., 2016). Apds ter
sido submetida a um refinamento conformacional, a Gal-4 exibiu quatro estruturas
secundarias do tipo folhas-B antiparalelas conectadas por um peptideo-ligante,
descrito por Rustiguel et al. (2016) como uma dobradic¢a rica em prolina, seguida por

uma a-hélice curta (aminoacidos 170-173) e uma regido estendida (Figura 5).



28

Figura 5 — Modelo do comprimento total da Galectina-4

X\,

(a) Representagdo em desenho animado do modelo inicial de comprimento total da Gal-4. (b)
Dobramento geral do modelo de Gal-4 apds dindmica de equilibrio e otimizagdo da geometria. Fonte:

Adaptado de Rustiguel e colaboradores (2016).

E possivel identificar uma estrutura compacta, com CRDs que tém a interacéo
entre si estabilizada por ligacées de hidrogénio (Figura 6). A organizacao estrutural,
quimica e a diversidade dindmica desses CRDs pode aumentar propriedades
adesivas, a poténcia e a pluralidade de eventos dependentes de carboidratos, uma
vez que quando essas regides sao mutadas ha um comprometimento da promogéao
dessas fungdes (Levy et al.,, 2006; Rustiguel et al., 2016). Ainda permanecem
elusivos estudos sobre a estrutura e dinamica de galectinas tandem-repeat e sua
relacdo com processos fisioldgicos e patoldgicos (Rustiguel et al., 2016). Esses
estudos podem ser desafiantes devido a flexibilidade antecipada e alta
susceptibilidade a protedlise (Rustiguel et al., 2016). A ligagdo do ligante as
proteinas pode induzir mudangas conformacionais que variam de rearranjos locais
de cadeias laterais a grandes movimentos de dominio (Huang et al., 2010). Essas
proteinas podem apresentar alto tamanho e variado grau de liberdade, o que
dificulta o encaixe molecular e caracteriza a flexibilidade como fator desafiante no

docking-molecular (Huang et al., 2010).
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Figura 6 — Representagdo de interag6es entre os dominios galectina-N e galectina-C, mediadas

por ligagoes de hidrogénio

Fonte: Adaptado de Rustiguel e colaboradores (2016).

Estudos em humanos demonstram que a Gal-4 regula diferentes vias
moleculares e celulares da resposta anti-inflamatoria, pro-inflamatdria e imunoldgica
inata e adaptativa (Chen et al., 2014; Paclik et al., 2008; Bum-Erdene et al., 2016;
Stowell et al.,, 2010; Jan et al., 2024). Em estudos clinicos e observacionais
transversais, foi visto uma expressao elevada de niveis teciduais e plasmaticos da
Gal-4 durante processos inflamatorios crénicos na diabetes gestacional (Schrader et
al., 2022), insuficiéncia cardiaca (Dieden et al., 2023), infarto (Jujic et al., 2023) e
obesidade (Korduner et al., 2022). A Gal-4 apresenta efeitos antagonistas quanto
perfil de mudancgas fenotipicas e funcionais do ciclo celular. Em amostras de sangue
total humano, a Gal-4 foi capaz de melhorar o tempo de sobrevida de linfocitos T
CD4+ ao reduzir niveis da enzima caspase-3, de apoptose e ndo afetou sua
proliferacdo celular (Hong et al.,, 2019). O tratamento de mondécitos com Gal-4
melhorou a expressao de receptores do tipo Toll (do inglés, Toll-like Receptors)
TLR-1, TLR-4 e TLR-6, aumentou a expressdo de citocinas e da matriz de
metaloproteinases e reduziu sua capacidade fagocitica, respectivamente (Hong et
al., 2019). Além disso, foi observado que a ligagao da Gal-4 ao CD14 de mondcitos
induziu sua diferenciagao em células semelhantes a macréfagos através da ativacao
da cascata de sinalizagdo MAPK mediada por TLR-4 (Hong et al., 2019). Mondcitos
tratados com Gal-4 tornaram-se aderentes e demonstraram morfologia alongada

com maior expressao de marcadores de macréfagos, em comparagdao aos nao
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tratados (Hong et al., 2019). Dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq)
mostraram que a Gal-4 aumenta a fungédo imunoestimulatéria em macréfagos M2 ao
regular padrées de expressao génica (Lee et al., 2023). Além disso, a Gal-4
melhorou a resposta antiviral mediada pela ativagdo de receptores toll-like 7 (TLR7)
de macréfagos M2, através do aumento da expressdo de MHC-Il, CD86, CD40 e das
citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-6, IFN-a e IL-10, mas ndo em macréfagos M1
(Lee et al., 2023). A Gal-4 também melhorou a resposta antiviral de macrofagos M2
através da ativacao da resposta de células TCD4+ (Lee et al., 2023).

No cancer colorretal, o knockdown e down-regulation da Gal-4 in vitro resultou
em aumento da proliferagao celular, migracao e motilidade, através da ativagao da
via IL-6/NF-kB/STAT3 (Kim et al., 2013), e sua expressao regulou negativamente
genes alvos da via de sinalizagdo Wnt, que esta desregulada no cancer (Satelli et
al., 2011). A Gal-4 afeta diferentes perfis de glicanos da classe dos
glicoesfingolipideos, células cancerigenas gastricas malignas com alto potencial de
disseminagao peritoneal (Hachisu et al., 2023). Estudos também sugerem a Gal-4
como potencial biomarcador de progndstico de recorréncia precoce e metastase de
carcinoma hepatocelular (Cai et al., 2014), adenocarcinoma ductal pancreatico (Hu
et al., 2019; Gabriel et al., 2014), adenocarcinoma de colon (Acharjee et al., 2021) e

carcinoma urotelial da bexiga (Ding et al., 2019).

3.1.4 Galectina-4 no SNC

Ha um tempo atras, acreditava-se que a Gal-4 era expressa exclusivamente
no trato gastrointestinal (Gitt et al., 1998; Paclik et al., 2008). Hoje, sabe-se que ela é
expressa em diferentes regidoes do SNC, como em neurénios de regides corticais, do
hipocampo, de ganglios da raiz dorsal, em neurdnios olfativos e do corpo caloso
(Velasco et al., 2013; et al., Stancic et al., 2012). Alguns estudos in vitro apontam
que a Gal-4 regula a biogénese das bainhas de mielina e o transporte axonal de
glicoproteinas sinapticas, e pode ser expressa em axdnios neuronais e células da
glia (da Rosa et al.,, 2021; Stancic et al.,, 2012). A expressao da Gal-4 foi mais
proeminente em neurbnios corticais, € menor em oligodendrocitos, microglia e
astrocitos (Stancic et al., 2012).
Oligodendrocitos (OLGs) sao células gliais promotoras da mielinizagao

axonal, e com isso fortalecem uma rapida transmissédo sinaptica neuronal. A
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atividade de mielinizagdo por OLGs depende da presenga de moléculas indutoras
locais, e a Gal-4 parece regular esse processo (Diez-Revuelta et al., 2017). A Gal-4
expressa em dominios de membranas axonais neuronais foi tida como a primeira
inibidora da mielinizagdo ao bloquear a maturagdo de precursores de OLGs
progenitores (OPCs) — impedindo a diferenciagdo de estagios imaturos para estagios
maduros (Diez-Revuelta et al., 2017). Na Esclerose Multipla (EM), ha o
comprometimento da diferenciacdo de OPCs em OLGs maduros — processo que
ocorre durante a remielinizacdo em areas desmielinizadas (de Jong et al., 2018). A
Gal-4 parece regular essa diferenciacdo, uma vez que OPCs expressam
transitoriamente receptores de superficie celular que se ligam a Gal-4 (Stancic et al.,
2012) (Figura 7). Em cérebros de ratos em desenvolvimento pdés-natal, foi visto
reducdo da expressao de Gal-4 enddgena no inicio da mielinizacdo em co-culturas
de OLG e ganglios da raiz dorsal neurdnios (Stancic et al., 2012). Um estudo in vitro
sugeriu que a reexpressao transitéria de Gal-4 neuronal apdés desmielinizagao
envolvendo microglia e macrofagos ativados, regulou o fino ajuste da diferenciagéo
de OPCs (de Jong et al., 2018). No entanto, expressao e secrecao persistente de
Gal-4 em axénios desmielinizados e sua presenga na microglia/macrofagos, pode
interromper o amadurecimento de OPCs e o comprometer o ajuste fino da

remielinizacao (de Jong et al., 2018).
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Figura 7 — llustragao de potenciais papeis da expressao da Gal-4 durante a formagao da bainha

de mielina e apés dano neuronal
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llustracdo dos resultados observados por Stancic et al. (2012) e de Jong et al. (2018). Em A, a
reducao da expressao da Gal-4 esta possivelmente correlacionada com o inicio da mielinizagdo. Em
B, é possivel observar que a Gal-4 reexpressa transitoriamente pode ligar-se a receptores de células
progenitoras de oligodendrdcitos, impedir a diferenciagdo em células maduras e promover a
diferenciagdo em oligodendrécitos maduros, capazes de remover debris da bainha de mielina

desmielinizada. Fonte: Autora com Biorender (2025).

Embora uma quantidade grande de estudos in vivo e in vitro especulem sobre
o papel fundamental da Gal-4 na mielinizacdo, um estudo recente mostrou que o
knockdown de Gal-4 em camundongos ndo comprometeu a composigao, fungao ou
organizagcao da bainha de mielina de neurénios corticais de ratos mutados (Brocca
et al., 2022).

A Gal-4 sérica apresenta potencial papel como biomarcadora n&o-invasiva de
DNs, como a Doenga de Parkinson (DP) e seus estagios avangados (Cengiz et al.,
2019). No entanto, os estudos sobre seu papel no SNC e em DNs s&o escassos na
literatura.

Considerando o papel da Gal-4 como uma molécula anti-inflamatoria, sua
regulagdo da estrutura sinaptica por meio da organizagado de glicoproteinas e sua

potencial participacdo na promogao da mielinizagdo, esse trabalho analisa, pela
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primeira vez na literatura cientifica, se a Gal-4 esta relacionada a homeostase

neuronal, plasticidade sinaptica, memoria, e neuromodulagao.

3.2 Plasticidade sinaptica, meméria e aprendizado

No inicio do século XX, o neurocientista espanhol Ramén y Cajal propds que
a aprendizagem se baseia na formagao de novos circuitos neurais, resultantes do
crescimento e ramificacdo de dendritos e axdnios — um processo que ele chamou
de "ginastica cerebral" (Rozo, Martinez-Gallego e Rodriguez-Moreno, 2024). A partir
dessas observacgdes, comega-se a compreender como 0s neurdnios sao ativados, a
relevancia das sinapses na comunicagido entre eles e o papel central do sistema
nervoso central na regulacédo das fungdes corporais. Essa perspectiva abre caminho
para o entendimento moderno da plasticidade sinaptica, mecanismo fundamental por
meio do qual o cérebro adapta suas conexdes em resposta a experiéncia e ao
aprendizado. Na Figura 8, é possivel observar como funciona a dindmica e

comunicacgao de neurénios adaptados, na visao de Cajal.

Figura 8 — Célula de Purkinje extraida do cerebelo humano desenhada por Cajal
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Desenho feito por Cajal, de um tipo de neurénio denominado Célula de Purkinje, extraido do cerebelo humano na
parte de tras da cabega, area encefalica responsavel por regular o equilibrio de movimentos motores e fungdes
cognitivas como memoria, aprendizado, linguagem e alteragbes emocionais. Publicagdo pelo Instituto Cajal,
Legado Cajal, Conselho Superior de Investigagdes Cientificas, Madrid, Espanha. Fonte: Ehrlich e colaboradores
(2022).
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A plasticidade sinaptica € a capacidade do sistema nervoso de modificar a
forca ou a eficiéncia das conexdes sinapticas entre neurdnios em resposta a
atividade neural, experiéncias ou estimulos ambientais (Mageer e Grienberger,
2020). Trata-se de um processo dinamico e essencial para a aprendizagem,
formacdo de memoédrias e adaptacdo comportamental. Essa modificagdo pode
ocorrer de forma estrutural, com alteracbes na morfologia das sinapses, como por
exemplo o crescimento de espinhas dendriticas, ou funcional, por meio do
fortalecimento ou enfraquecimento da transmissido sinaptica. Entre os principais
mecanismos de plasticidade sinaptica estdo o potencial de longa duragao (LTP, do
inglés Long Term Potentiation) e a depressao de longa duragao (LTD, do inglés Long
Term Depression), que representam, respectivamente, o aumento e a reducgao
sustentada da eficacia sinaptica (Hunt e Castillo, 2012). Esses fenébmenos sao
altamente dependentes da atividade e envolvem cascatas moleculares complexas,
incluindo expressao génica e sintese proteica (Hunt e Castillo, 2012).

O aprendizado refere-se a modificagdo do comportamento em fungao da
aquisicdo de conhecimentos sobre o ambiente regulado por processos de
plasticidade sinaptica, enquanto a memoria consiste no processo pelo qual essas
informagdes s&o adquiridas, consolidadas e posteriormente evocadas (Kandel
2014). Ha diversas formas de aprendizado e memoria, cada uma com propriedades
cognitivas especificas e mediadas por diferentes sistemas encefélicos que se
comunicam entre si. Os estudos de Kandel fomentam a literatura com informacdes
importantes sobre tipos de memdrias e como a consolidagdo de informacao é
estabelecida.

As memorias podem ser classificadas com base na sua duragao — de curto
ou longo prazo — e também quanto a natureza da informagdo armazenada, do tipo
explicita e implicita (Kandel et al., 2014; Kandel, 2012).

A memoria explicita, também conhecida como declarativa, tem sido bem
estudada e compreendida desde a metade do século XX (Scoville e Milner, 1957,
Squire, 1992; Schacter, Wagner e Buckner, 2000; Kandel, 2012). Ela envolve o
armazenamento consciente de fatos e eventos relacionados a pessoas, lugares e
objetos, e esta fortemente associada ao lobo temporal medial e ao hipocampo
(Kandel et al., 2014). Essa forma de memodria de longo prazo permite a evocacgao
deliberada de experiéncias anteriores e a associagdo de diferentes fragmentos de

informagédo em contextos variados (Kandel et al., 2014).
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O processamento da meméria declarativa ocorre em trés etapas principais:

a) aquisigao — quando novas informagdes sao registradas;

b) consolidagdo — fase na qual as informagdes inicialmente frageis tornam-se
mais estaveis por meio de expressdo génica e sintese proteica, promovendo
alteracdes estruturais nas sinapses;

C) evocagao — processo pelo qual as informagdes armazenadas em diferentes
regides cerebrais sdo reativadas. Importante destacar que a evocagdo nao
corresponde a uma reproducéo exata da memoria original, mas sim a reconstrugéo
do evento com base em pistas presentes no momento atual.

Um exemplo classico de formagao de memoaria explicita € o condicionamento
classico, no qual estimulos previamente neutros passam a evocar respostas por
associagao com eventos significativos.

Por outro lado, a memodria implicita refere-se a formas de aprendizado nao
conscientes, como habilidades perceptivas, motoras e outras formas de meméoria
procedural. Esse tipo de memoria envolve diferentes estruturas encefalicas, como o

cerebelo, o corpo estriado e a amigdala (Kandel, 2012).

3.2.1 Sinalizagdo molecular envolvida plasticidade sinaptica e consolidagdo de

memorias

A comunicacao entre os neurbnios ocorre por meio das sinapses, estruturas
especializadas que determinam a direcdo dos sinais nervosos no cérebro e na
periferia, permitindo a regulacdo de diversos sistemas bioldgicos do organismo
(Oostrum e Schuman, 2025). Dentre os tipos de sinapses, a mais bem
compreendida é a sinapse quimica, uma juncao ceélula-célula assimétrica altamente
conservada no organismo humano (Schaefer e Nonet, 2001; Chan, Oentaryo e Lee,
2020) (Figura 9). Nela, o potencial de acdo — ou impulso nervoso — € transmitido
de forma unidirecional de um neurbnio para outro, ou para uma célula-alvo nao
neuronal, por meio da liberagdo de neurotransmissores (Chan, Oentaryo e Lee,
2020).

As sinapses quimicas sdo compostas por uma membrana pré-sinaptica, uma
membrana pds-sinaptica, a fenda sinaptica entre elas, células gliais adjacentes,
MEC e moléculas da lamina basal sinaptica (Chan, Oentaryo e Lee, 2020). As

células gliais maduras do SNC - oligodendrécitos, astrocitos e microglia — séo
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responsaveis pela defesa, manutencgao e reparo do cérebro, e atuam diretamente na
atividade sinaptica e na homeostase neuronal. Enquanto oligodendrécitos aumentam
a rapidez da transmissao sinaptica a partir da promogao de mielinizagao axonal, a
interacdo entre micréglia e astrocitos regula a formagéao e eliminagédo de sinapses —
evento presente em doencgas neurodegenerativas (Lee e Chung, 2019).

A membrana pré-sinaptica, localizada na extremidade de um axdnio, converte
o sinal elétrico (potencial de agao) em sinal quimico, liberando neurotransmissores
previamente armazenados em vesiculas sinapticas (Figura 9). Essas moléculas
atravessam rapidamente (em microssegundos) a fenda sinaptica e se ligam a
receptores especificos na membrana pds-sinaptica, que geralmente esta localizada
nos dendritos do neurdnio seguinte (Caire, Varacallo e Reddy, 2023) (Figura 9).

A sinapse descrita como quadripartite consiste na interacdo entre elementos
pré- e poés-sinapticos, microglia e astrécitos (Schafer, Lehrman e Stevens, 2013;
Huffels, Middeldorp e Hol, 2023) (Figura 9). A micréglia apresenta papel ativo no
desenvolvimento, maturagcéo de sinapses e modulagédo da plasticidade sinaptica ao
interagir com astrécitos e neurbnios (Schafer, Lehrman e Stevens, 2013). A
interagcdo entre microglia depende de contato fisico direto e de mediadores
moleculares dependentes ou independentes de contato (Schafer, Lehrman e
Stevens, 2013). A micréglia ativada modula a neurotransmissao excitatoria ao
induzir uma rapida producado de ATP microglial que promove o recrutamento de
astrocitos que amplificam a produgéo de ATP e a liberagdo de glutamato astrocitico
que gera aumento das frequéncias de correntes pds-sinapticas excitatorias
espontaneas (Pascual et al., 2011; Schafer, Lehrman e Stevens, 2013).

Quando o potencial de agao alcanga o terminal axonal, ele promove a
despolarizagdo da membrana, o que leva a abertura de canais de calcio (Ca*)
dependentes de voltagem (Brini et al., 2014). A entrada de ions Ca* no terminal
pré-sinaptico desencadeia a liberagao dos neurotransmissores na fenda sinaptica
(Brini et al., 2014). A interacdo desses neurotransmissores com 0s receptores
pos-sinapticos pode excitar ou inibir o neurdnio seguinte, a depender do tipo de
receptor ativado.

Os receptores da membrana pdés-sinaptica sdo proteinas especializadas que
se ligam ao neurotransmissor por meio de um componente molecular de ligacao
exposto na fenda sinaptica (Brini et al., 2014). Esses receptores medeiam a ag¢ao

dos neurotransmissores nos neurdnios-alvo, alteram a permeabilidade dos canais
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ibnicos e, por fim, alteram o potencial de membrana ou ativam vias de sinalizacéo
que incluem diferentes reagdes bioquimicas (Girault e Greengard, 2004).

A plasticidade sinaptica envolvendo o sistema glutamatérgico, especialmente
sob a forma de LTP, depende da ativacdo coordenada de receptores, influxo de ions
Ca* e cascatas de sinalizacado intracelular que modulam a forga sinaptica. Esse
processo inicia-se com a ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo Acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA), através da ligacdo do
neurotransmissor glutamato. A ligacdo permite a entrada de ions sodio e
despolarizam a membrana pos-sindptica (Malenka e Nicoll, 1993). Essa
despolarizagdo remove o bloqueio de magnésio dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), permitindo a entrada de Ca? no neurénio pos-sinaptico (Malenka e Nicoll,
1993). O aumento local da concentracdo de Ca* é um sinal crucial que ativa
diferentes vias de sinalizagdo intracelular, dependendo de sua intensidade e
duracao. Pequenos aumentos de Ca* tendem a desencadear processos de LTD,
enquanto elevagdes mais rapidas e intensas promovem LTP (Lisman, 2003).

O Ca?* intracelular ativado estimula enzimas como a calmodulina quinase |l
(CaMKIl), proteina quinase C (PKC) e proteina quinase A (PKA), que fosforilam
outras proteinas sinapticas, incluindo os préprios receptores AMPA, promovendo sua
insercdo adicional na membrana pos-sinaptica e aumentando a eficiéncia sinaptica
(Malenka e Nicoll, 1993). Paralelamente, o Ca* ativa a via de sinalizagdo de
proteina ativada por mitégeno/quinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK,
do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal-requlated Kinase),
que transloca ao nucleo e promove a fosforilagao do fator de transcricao proteina de
ligacdo ao elemento de resposta ao cAMP (CREB, do inglés cAMP Response
Element-binding Protein). A ativacdo de CREB ¢é fundamental para a expressao de
genes relacionados a consolidagdo da plasticidade sinaptica e a formagao de
memoria de longo prazo (Kandel, 2012; Carlezon, Duman e Nestler, 2005) (Figura
9). Por exemplo, genes codificadores de proteinas sinapticas estruturais e de
neurotrofinas, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés

Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Bathina e Das, 2015).
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Figura 9 — Esquema de principais eventos moleculares na sinalizagao sinaptica na modulagao
da consolidagao da memoéria
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A memodria é consolidada por alteragées dependentes de sintese proteica em neurdnios localizados
principalmente no hipocampo- regido encefalica subcortical responsavel pela formagdo de memérias
espaciais, ndo espaciais e de curto e longo prazo. Quando o hipocampo é estimulado, ha ativagao de
uma rede de moléculas neuromoduladoras excitatérias como a Dopamina (DPM), o Glutamato (GLU),
a Serotonina (5-HT) e a Epinefrina (EP). Essa neurotransmissao excitatéria pode ser modulada pela
interacdo entre a microglia, estruturas pré e pds-sinapticas e astrocitos, fendmeno descrito como
sinapse quadripartite. Esses neurotransmissores séo liberados de vesiculas pré-sinapticas e ligam-se
de forma especifica a sitios de ligagdo de receptores acoplados a proteina G, na membrana da
superficie de neurdnios pds-sinapticos, formando o complexo receptor-ligante. Em seguida esses
receptores tém sua conformacgao proteica alterada, sendo ativados e desencadeiam uma transdugao
de sinal intracelular. Isso estimula a ativagdo de proteinas efetoras catalisadoras da produgao, ou no
caso de ions, da liberagédo ou do influxo de moléculas do sistema de segundo mensageiro. Apos isso,
as moléculas do sistema de segundo mensageiro difundem-se em diregdo a alvos proteicos em
outros locais do neurénio, e altera atividade biolégica para compor uma resposta a nova informagao
recebida pelo receptor ao aumentar a atividade de fatores de transcrigdo, responsaveis por promover
ou inibir a expressao génica associada a plasticidade sinaptica, memoria e aprendizado. Um exemplo
de proteina efetora é a adenilil ciclase que ao ser ativada, produz o segundo mensageiro monofosfato
de adenosina ciclica (cAMP, do inglés, cyclic adenosine monophosphate), que ativa a proteina
quinase A (PKA, do inglés Protein Kinase A), cuja subunidade C pode difundir-se para o nucleo e
fosforilar fatores de transcricdo como por exemplo a proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao
cAMP (CREB, do inglés, cAMP-response element binding protein), responsavel por aumentar a
transcrigdo de genes que desempenham um papel na consolidagdo de meméria do medo. Fonte: A
autora com Biorender (2025).
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Além das modificagbes funcionais, a consolidagdo de memorias duradouras
requer alteragdes estruturais nas sinapses, incluindo o crescimento, a remodelacao
de espinhas dendriticas e a reorganizagdao do citoesqueleto neuronal. Proteinas
como PSD-95, Arc e HOMER-1, atuam como elementos-chave na estabilizagao
sinaptica e na ancoragem de receptores, favorecendo a manutengcédo da LTP e a
codificagdo mnemédnica na sinapse glutamatérgica (Tzingounis e Nicoll, 2006;
Shepherd e Bear, 2011).

A consolidaggo da memoéria depende de Ca* e da \via
NMDA-MAPK/ERK-cAMP-PKA-CREB. Ambas constituem um elo funcional entre a
atividade sinaptica e a regulagdo da expressao génica. O monofosfato de adenosina
ciclico (cAMP, do inglés cyclic adenosine monophosphate), como segundo
mensageiro, traduz a sinalizagdo extracelular em respostas intracelulares
duradouras (Rall e Sutherland, 1958; Su et al., 2024). A PKA ativada transloca-se ao
nucleo, onde participa da fosforilacdo de CREB e de outros fatores de transcrigcao,
promovendo a sintese de proteinas necessarias a manutengao da memoria de longo
prazo, através das alteracdes morfoldgicas estruturais que ocorrem nas membranas

pré e pos-sinapticas (Mao, Tang e Wang, 2007).

3.2.2 Circuitos-chave na plasticidade sinaptica e plasticidade sinaptica homeostatica

Areas talamicas-corticais e subcorticais como o hipocampo, amigdala, e
Nucleo Accumbens (NAc) estdo interconectadas no circuito de recompensa —
principal rede nervosa que regula o processamento de emogdes e comportamento
social. H4 uma projecdo de neurdnios dopaminérgicos da Area Tegmentar Ventral
(ATV) para o NAc (Figura 10) (Russo e Nestler, 2014). O NAc faz parte do corpo
estriado ventral e é predominado por neurénios gabaérgicos (Russo e Nestler,
2014). Essas duas estruturas formam entdo o circuito ATV-NAc, que reconhece
recompensas € estimulos aversivos (Russo e Nestler, 2014). Os neurbnios
dopaminérgicos do ATV e do NA também inervam para varias regides do Cortex
Pré-Frontal (CPF), amigdala central e basolateral e hipocampo (HPC). Ja as
projecdes glutamatérgicas provenientes do CPF, amigdala e HPC, além de formar

conexdes reciprocas entre si, inervam o NAc (Russo e Nestler, 2014). Estas
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estruturas se conversam para que novos estimulos sejam consolidados, sendo eles

positivos ou negativos.

Figura 10 — Circuito de recompensa ATV-NAc
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CPFm: Cértex Pré-frontal medial; HPC: Hipocampo; HBL, Habenula Lateral; TDL, Tegmento Dorsal
Lateral; TMR, Tegmento Rostromedial; ATV: Area Tegmentar Ventral; HL, Hipotalamo Lateral; AMI:
Amigdala; NAc: Nucleo Accumbens. Fonte: Adaptado de Russo e Nestler, 2014.

Estas informagdes sdo armazenadas a partir de um equilibrio preciso entre
sinalizagbes excitatorias e inibitérias (Schousboe e Waagepetersen, 2007). A
homeostase pode ser regulada via neurotransmiss&o do acido aminobutirico (GABA,
do inglés Gamma-Aminobutyric Acid), que associa-se a eventos de metabolismo,
inativagcdo neuronal e biossintese do GABA, do glutamato e de outras moléculas
sinalizadoras como hormdnios (Schousboe e Waagepetersen, 2007; Kabala e
Janicka, 2024). A regulacdo da homeostasia gabaérgica modula sua atividade,
permitindo-o sustentar o equilibrio excitatério/inibitério no SNC — fator critico na
protecdo do cérebro contra a excitotoxicidade, reduzindo o risco de DNs e
desordens mentais (Bi et al., 2020; Bhatt, et al., 2024).

A ativagcédo dos receptores gabaérgicos do tipo GABA-A leva ao influxo de

ions cloreto e hiperpolarizagcdo da membrana poés-sinaptica, inibindo a atividade
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neural excessiva (Chen e Sharma, 2025). Essa inibigdo leva a uma redugédo da
liberagdo de neurotransmissores na fenda sinaptica, como o glutamato -
neurotransmissor excitatorio do qual o GABA é sintetizado (Chen e Sharma, 2025).
Portanto, essa ac&o inibitoria € crucial para o controle da excitabilidade, evitando a
excitotoxicidade induzida por estimulacdo excessiva de glutamato (Davis e Myers,
2002; Castellano et al., 1989; Rosso et al., 2017).

Em disturbios neuropsiquiatricos, como o Transtorno de Estresse
Po6s-Traumatico (TEPT), a funcdo inibitéria de agonistas gabaérgicos esta associada
a consolidagdo de aprendizado excitatério e inibitério, enquanto os antagonistas
gabaérgicos de receptores do tipo GABA-A facilitam a aquisicdo de memdrias
aversivas (Castellano et al., 1989; Yonkov e Georgiev, 1985). Substancias como
Muscimol (agonista) e Picrotoxina (antagonista), modulam experimentalmente esses
efeitos e sdo utilizadas para investigar o papel do GABA em processos mnemaonicos
e emocionais (McGaugh, Castellano e Brioni, 1990).

Dessa forma, o GABA e o glutamato atuam de maneira complementar e
sinérgica na modulagdo da excitabilidade sinaptica, sendo essenciais para o
equilibrio funcional do cérebro, a facilitacdo dos processos de aprendizado e a
reducdo de sintomas associados a disturbios emocionais. Além disso, drogas que
bloqueiam receptores glutamatérgicos do tipo NMDA tendem a diminuir a atividade
neuronal, enquanto agonistas do glutamato fortalecem a comunicagdo entre os
neurdnios, potencializando a plasticidade sinaptica e consolidacdo de memdrias
(Huang et al., 2023). Naturalmente, o bloqueio do estimulo neurolégico pode vir
através de outras vias de neuromodulacdo, envolvendo outros transmissores

excitatorios, como por exemplo, a dopamina.

3.3 Transtorno de Estresse Pés-Traumatico e memoaria traumatica

Sigmund Freud definiu pela primeira vez o trauma como um ataque violento
externo que compromete o organismo (Zepf e Zepf, 2008). O TEPT é um exemplo
de como respostas desadaptativas ao medo podem levar ao comprometimento
persistente da memoria, aprendizagem e cognicéo. Esse transtorno afeta cerca de
3,9% da populagédo global, e envolve multiplos estagios decorrentes da interagao
entre o trauma externo e a resposta psicoldgica interna (Koenen, et al., 2018). Ele

causa um alto impacto socioecondmico ao paciente e sistema de saude (Al Jowf,
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2022), Apesar de sua alta prevaléncia e aumento do risco de desenvolver
depressao, ideagdo suicida e abuso de substancias, o TEPT frequentemente
permanece subdiagnosticado, principalmente em populagdes vulneraveis (Jannini et
al., 2023; Serpeloni et al., 2023).

Esse transtorno surge da exposigdo a uma variedade de experiéncias
traumaticas como morte real ou ameagada, ferimentos graves, violéncia sexual,
doméstica ou comunitaria, abuso de autoridade e desastres naturais ou causados
por acdo humana (da Silva et al., 2024; Zepf e Zepf, 2008; Bromet et al., 2017)
(Figura 11). Casos de TEPT por violéncia institucional s&o subnotificados,
principalmente nas periferias de paises de renda média e baixa (Serpeloni et al.,
2023; Ressler et al., 2022; Masoudnia e Farmani et al., 2024; Devylder, Lalane e
Fedina, 2019).

O TEPT é caracterizado pela persisténcia disfuncional de memorias
aversivas, que permanecem intensamente vividas, fragmentadas e de dificil
integracdo no repertério autobiografico do individuo (Van der Kolk, Burbridge e
Suzuki, 1997). Ao contrario das memodrias comuns, que passam por um processo
adaptativo de extingdo ou reconsolidacdo, memorias traumaticas mantém-se
hiperativas e resistentes ao esquecimento, sendo constantemente reativadas por
estimulos associados ao trauma original.

As principais areas implicadas na consolidacdo da memdria do medo incluem
a regidao CA1 do hipocampo (condicionamento contextual e evitagdo inibitoria), a
amigdala basolateral (evitagao inibitéria) e o cértex pré-frontal, particularmente a
regido infralimbica (lzquierdo et al., 2016). Mecanismos de plasticidade sinaptica
sustentam esses processos, e envolvem o LTP e LDP.

Ao receber um estimulo, a ativagdo das vias de segundos mensageiros em
resposta a estimulos, aumenta a atividade dos fatores de transcrigao, promovendo a
expressao génica associada a memoéria e a aprendizagem (lzquierdo et al., 2016).
Neurotransmissores como dopamina, glutamato, GABA e norepinefrina ativam
cascatas de sinalizacdo que modulam a plasticidade sinaptica por meio de
receptores acoplados a proteina G e da via CREB (lzquierdo et al., 2016).
Disfungdes dos sistemas glutamatérgico, GABAérgico e monoaminérgico, tém sido
implicadas em uma série de disturbios neuropsiquiatricos além do TEPT, incluindo
depressao e ansiedade (Huang et al., 2023; Duman, Sanacora e Krystal, 2019; Nasir
et al., 2020; Michopoulos, Norrholm e Jovanovic, 2015; Liu, Zhao e Guo, 2018).
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No TEPT, a expressao glutamatérgica varia de acordo com a area cerebral.
Estudos clinicos mostram redugbes na forgca sinaptica glutamatérgica no cértex
pré-frontal e aumento glutamatérgico no hipocampo (Averill et al., 2022; Rosso et al.,
2017). A hiperatividade glutamatérgica pode contribuir para o fortalecimento
patolégico de memorias traumaticas, enquanto a hipoatividade GABAérgica reduz a
capacidade inibitéria do cérebro, o que facilita a reconsolidacéo disfuncional dessas
memorias (Huang et al., 2023). A neuroplasticidade, nesse contexto, torna-se mal
adaptativa, fixando tragos mnemadnicos aversivos que resistem a extingdo (Figura
11).

O TEPT também esta associado a inflamacédo sistémica e ao estresse
oxidativo (Figura 11). Niveis elevados de proteina C-reativa (PCR) e citocinas
pro-inflamatdrias, incluindo TNF-a, IFN-y, IL-1B3 e IL-6, foram relatados (Bauer et al.,
2010; Dell'Oste et al., 2023). Essas citocinas podem atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) (Muller e Ackenheil, 1998), aumentar sua permeabilidade e
interromper o metabolismo do triptofano (TRP) — um precursor da serotonina
(5-HT). O metabolismo alterado do TRP leva ao aumento dos niveis de metabdlitos
neurotéxicos da quinurenina, como o acido quinurénico (KYNA) e o acido quinolinico
(QUIN), que modulam a atividade do receptor NMDA e contribuem para a
neurotoxicidade (Dell'Oste et al., 2023). Ao mesmo tempo, a expressao reduzida de
enzimas antioxidantes, incluindo glutationa peroxidase (GPX) e superdxido
dismutase (SOD), exacerba a producdo mitocondrial de espécies reativas de

oxigénio (ROS), promovendo ainda mais a neurodegeneracdo (Kmita, Pinna e
Lushchak, 2023).



44

Figura 11 - Mecanismos moleculares por tras do Transtorno de Estresse
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O desenvolvimento do TEPT pode ser induzido pela exposigao humana a fatores de risco de natureza
fisica, psicossocial, epigenética e bioldégica, que levam a disfungdo na neurotransmisséo,
metabolismo, resposta imune e inflamatéria ao estresse. A barreira hematoencefalica (BHE) pode
mediar o transporte de altos niveis de citocinas pro-inflamatérias para o sistema nervoso central e
pode promover neurodegeneragdo. Algumas regides cerebrais do Sistema Limbico (SL) e do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) expressam niveis aumentados de concentragdes de norepinefrina
(NE) e niveis diminuidos de acido gama-aminobutirico (GABA), serotonina (5-HT), dopamina (DPM) e
glutamato (GLU). O agonismo dos receptores noradrenérgicos, glutamatérgicos, gabaérgicos e
monoaminérgicos induz cascatas bioquimicas que ativam a proteina de ligagdo ao elemento de
resposta ao cAMP (CREB), o principal fator de transcricdo responsavel pela regulagao da expressao
génica no condicionamento do medo de longa memdria. TRP, Triptofano; GH, horménio do
crescimento; TNF-a, Fator-a de Necrose Tumoral; IFN-y, Interferon Gama; IL-183, Interleucina-1-§3;
IL-6, Interleucina-6; GPX, Glutationa Peroxidase; SOD, Superoxido Dismutase. Fonte: Adaptado de
Gomes, Crispim e da Rosa (2025).

3.3.1 Desafios da terapia farmacolbgica do TEPT

As manifestagdes clinicas complexas do TEPT variam de acordo com o perfil
dos sintomas, e apresentam desafios adicionais ao diagndstico e ao tratamento. As
diretrizes internacionais atuais recomendam tratamentos farmacoldgicos projetados

para outros transtornos psiquiatricos, como antidepressivos (Marazziti et al., 2023).
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As recomendacgdes baseiam-se em evidéncias desatualizadas e nao abordam
sintomas criticos, como disturbios do sono (Marazziti et al., 2023).

Adicionalmente, o alto indice de abandono terapéutico, a estigmatizagao
social e a limitada resposta terapéutica reforgam a urgéncia por tratamentos mais
eficazes e personalizados (Thompson-Hollands et al., 2019; Mittal et al., 2013;
Marazziti et al., 2023). A ineficacia relativa das opgdes atuais impulsiona a busca por
novas abordagens que atuem diretamente nos mecanismos moleculares e nos
circuitos neurais envolvidos na consolidagao e extingdo de memorias traumaticas.

Inibidores Seletivos de Recaptagdo de Serotonina (ISRSs), incluindo
paroxetina, fluoxetina e sertralina, sdo comumente prescritos (Marazziti et al., 2023).
Embora moderadamente eficazes no alivio de sintomas depressivos e relacionados
a ansiedade, os ISRSs frequentemente falham em tratar os principais sintomas do
TEPT, como pesadelos e hiperexcitabilidade (Marazziti et al., 2023). Além disso,
seus efeitos colaterais, incluindo disfuncao sexual, disturbios do sono e alteragdes
de peso, podem persistir por muito tempo apdés a interrupcdo do tratamento,
representando desafios para a adesao a longo prazo (Marazziti et al., 2023).

Alternativas terapéuticas emergentes, como terapias assistidas por
psicodélicos, sao promissoras para lidar com as limitagbes dos tratamentos
convencionais. Ensaios clinicos randomizados demonstraram a eficacia da
psicoterapia assistida por 3,4-Metilenodioximetanfetamina (MDMA, do inglés
3,4-Methylenedioxymethamphetamine) na redugdo da gravidade dos sintomas de
TEPT, na melhora da resiliéncia psicolégica e no alivio de comprometimentos
funcionais, particularmente em casos graves (Mitchell et al., 2024; Yang et al., 2024).
Estudos da Associacdo Multidisciplinar para Estudos Psicodélicos (MAPS)
destacaram ainda mais a seguranga e a superioridade da psicoterapia assistida por
MDMA em relagdo as opgdes farmacoldgicas tradicionais, como sertralina e
paroxetina (Feduccia et al., 2019).

Tratamentos a base de canabinoides também estdo ganhando atencéo por
seu papel no manejo do TEPT. O 6leo de canabidiol (CBD) demonstrou efeitos
ansioliticos, particularmente na reducdo das respostas de medo e na melhora da
regulacdo emocional durante a recordagdo de memoérias traumaticas (Bolsoni et al.,
2022). A expressao de receptores canabinoides em regides cerebrais importantes,

como o cortex pré-frontal medial (CPFm), o hipocampo (HPC) e a amigdala, ressalta
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seu papel potencial na modulagdo das respostas aprendidas de medo e estresse
(Telch et al., 2022).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo in silico

4.1.1 Tratamento das estruturas 4XZP. 4TLL e 6VMS

Para investigar o nivel de afinidade da interagcdo entre a Galectina-4 e o
receptor glutamatérgico do tipo NMDA, inicialmente identificou-se no Banco de
Dados de Proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank): a estrutura cristalina do
dominio N-terminal da Galectina-4 humana (PDB ID: 4XZP) e a estrutura cristalina
das subunidades GIuN1/GIuN2B do receptor ionotrépico glutamatérgico NMDA (PDB
ID: 4TLL). Identificou-se a sequéncia FASTA para definicdo das cadeias de
aminoacidos presentes em cada proteina. Através do software QuimeraX 1.9,
selecionou-se residuos n&do padronizados da 4XZP e 4TLL, e em seguida foram
deletados os atomos e cadeias de hidrogénio, a fim de buscar uma interacédo mais
préoxima da nativa. No caso da subunidade 4TLL, foram excluidas as cadeias A e C,
pertencentes a subunidade GIuN1, e permaneceram as cadeias B e D que
pertencem a GIuN2B, subunidade envolvida na consolidagdo de memoaria de longo
prazo em uma série de estudos (Halt et al., 2012; Sun et al., 2016; Mikics et al.,
2017).

Para investigar o nivel de afinidade da ligacédo entre Galectina-4 e o receptor
dopaminérgico D2, primeiro identificou-se no PDB a estrutura cristalina do dominio
N-terminal da Galectina-4 humana (PDB ID: 4XZP) e a estrutura de um complexo
receptor-de-proteina-G dopamina D2 em uma membrana lipidica (PDB ID: 6VMS).
Em seguida, selecionou-se residuos nao padronizados da estrutura 4XZP e foram
deletados os atomos e cadeias de hidrogénio, através do software QuimeraxX 1.9. A
estrutura 6VMS ndo apresentou residuos nao padronizados. A cadeia “A” da
estrutura 6VMS teve que ser renomeada cadeia “P” no ClusPro, devido a um
problema de nao distingdo de cadeias igualmente nomeadas e de diferentes

estruturas, pelo PDBsum.



47

4.1.2 Docking molecular das estruturas 4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS

Apos o tratamento das proteinas 4XZP, 4TLL e 6VMS, descrito anteriormente,
foi feito um docking molecular proteina-proteina através do web servidor ClusPro
2.0, para investigar o nivel de afinidade da ligagdo entre duas interagdes:
4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS. Esse programa atua por meio de trés etapas principais:
(i) encaixe de corpo rigido a partir de uma amostragem exaustiva de bilhdes de
espacos conformacionais; (ii) agrupamento baseado no desvio quadratico médio
(RMSD) das 1.000 estruturas de menor energia geradas, para encontrar os maiores
agrupamentos que representardo os modelos mais provaveis do complexo; e (iii)
refinamento de estruturas selecionadas usando minimizagao de energia (Kozakov et
al., 2017). Para esse estudo, os complexos mais bem acoplados das intera¢des sao
identificados com base na menor pontuagdo ponderada (do inglés, Weighted Score)
de energia e eficiéncia de acoplamento (Kozakov et al., 2017).

Dentre os principais parametros analisados pelo ClusPro estdo: a) Cluster:
identifica um grupo especifico de conformacdes (poses) similares dentro da
ancoragem realizada; b) Weighted Score: O menor valor (mais negativo) do
coeficiente de ponderagédo sugere uma interagdo energeticamente mais favoravel; c)
Membros: representa o numero de poses de docking incluidas nesse cluster; d)
Centro: refere-se a energia da pose central no cluster; e) Menor energia: refere-se a
energia mais baixa encontrada dentro do cluster. O tamanho de cada cluster
representa a largura do pog¢o de energia correspondente e fornece algumas
informacgdes sobre as contribuigdes entrépicas para a energia livre (Kozakov et al.,
2017). Quanto maior o tamanho do cluster, maior a frequéncia de conformacdes e
maior a probabilidade de representagdo mais proxima da realidade.

O web servidor ClusPro baseia-se no algoritmo de encaixe denominado
PIPER, que realiza a amostragem de conformacdes (Kozakov et al., 2017). O centro
de massa do receptor é fixado na origem do sistema de coordenadas, e as possiveis
posicdes rotacionais e translacionais do ligante s&o avaliadas no nivel de
discretizagao fornecido (Kozakov et al., 2017). O espacgo rotacional € amostrado em
uma grade baseada em esferas, que define uma subdivisdo de uma superficie
esférica na qual cada pixel cobre a mesma area de superficie que todos os outros
pixels (Kozakov et al., 2017). Sdo consideradas 70.000 rotagdes que correspondem

a -~ 5 graus em termos dos angulos de Euler (Kozakov et al., 2017). O tamanho do
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passo da grade translacional é de 1 A (Kozakov et al., 2017). Para uma proteina de
tamanho médio, isso equivale a amostragem de 10° —10'° conformagdes (Kozakov et
al., 2017).

4.1.3 Andlise da qualidade estereoquimica do docking molecular das estruturas
4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS

A qualidade do modelo de ambas interagdes preditas foi vista pelo PDBSum.
A visualizagdo dos modelos foi feita pelo PyMol 2.6. Para melhor caracterizagéo
estrutural das macromoléculas, o PDBsum fornece o Grafico de Ramachandram
com o software PROCHECK. O Grafico de Ramachandram é uma das ferramentas
mais antigas, simples, sensiveis e confiaveis para avaliar a qualidade
estereoquimica de um modelo proteico a partir da medicdo de sua precisdo
estrutural (Elsliger e Wilson, 2012; Rai e Rieder, 2012). Esta analise exibe os
angulos de torcado Psi (y) vs. Phi (@) da cadeia principal para cada residuo de
aminoacido (Elsliger e Wilson, 2012). Os residuos tendem a se agrupar em certas
regides favorecidas e sao excluidos de certas regides nao permitidas, principalmente
devido ao impedimento estérico entre os atomos Cp da cadeia lateral e da cadeia
principal (Elsliger e Wilson, 2012). Glicina e Prolina apresentam distribuicdes
diferentes de outros residuos no grafico, onde as regides favorecidas sao duplicadas
devido a auséncia de uma cadeia lateral para Glicina, e o angulo ¢ é altamente
restrito a aproximadamente -60° para Prolina (Elsliger e Wilson, 2012). As regides
favorecidas correspondem as estruturas secundarias regulares e sao agrupadas em
trés regides principais: (1) conformagao estendida (como fitas 3) agrupam-se no
quadrante superior esquerdo, (2) hélices destras agrupam-se no topo do quadrante
inferior esquerdo e (3) hélices canhotas na parte inferior do quadrante superior
direito. Todos os outros residuos em estruturas menos regulares também devem

estar dentro dessas regides favorecidas.

4.2 Modelo in vitro

4.2.1 Cultura de neuroblastoma
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Foram escolhidas células ndo diferenciadas da linhagem SH-SY5Y, devido a
sua alta expressao de marcadores de imaturidade celular e a diversidade de estudos
que indicam potencial acdo reguladora da Gal-4 em estagios imaturos de células
gliais e neuronais durante o desenvolvimento do SNC (Shipley, Mangold e Szpara,
2016; Stancic et al., 2012; de Jong et al., 2018). Além disso, as células da linhagem
SH-SY5Y apresentam marcadores moleculares observados em neurdnios
dopaminérgicos antes de sua diferenciacdo, mesmo sendo compreendido que a
diferenciagdo com acido retindico aumenta a expressdo de varios marcadores
incluindo o receptor dopaminérgicos do tipo D2 e glutamatérgicos do tipo NMDA
(Lopes et al., 2017; Wang et al., 2025). A manipulagdo dessa cultura permitiu a
expansao em larga escala antes da diferenciacdo, com relativa facilidade e baixo

custo (Shipley, Mangold e Szpara, 2016; Feles et al., 2022).

Toda a linhagem celular foi cultivada em placa de poliestireno de 24 pogos
com meio de cultura DMEM-F12 HEPES (Invitrogen Ref 12400-024), enriquecidos
com PBS-glicose 30%, vitaminas, aminoacidos, antibioticos
(Penicilina/Estretopmicina) e suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Sigma).
A troca do meio de cultura com confluéncia de 85-90%, ocorreu na sala de cultura
de células indiferenciadas no Nucleo de Inovacédo Terapéutica (NUPIT-SG), a cada
48 horas, onde durante este periodo, a cultura celular permaneceu em estufa, a 37

°C em atmosfera controlada de 5% de CO2.

4.2.2 Drogas administradas

Na cultura de neuroblastoma foram administradas as seguintes drogas com
especificas concentragoes:

a) o Muscimol (10 uM) (Marty et al.,, 1996) € um agonista de subtipos de
receptores de GABA-A (acido gama-aminobutirico do tipo A), para diminui estimulos
neuroldgicos ou a atividade neuronal, reduzindo a excitabilidade neuronal;

b) a Picrotoxina (PTX) (100 pM) (Otmakhov et al., 2004) atua como
antagonista dos receptores de GABA,, e induz ativagdo sinaptica, aumentando a

excitabilidade neuronal;
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c) o APV (10 puM) (Sher et al.,, 1991) € um inibidor seletivo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA e bloqueia esses receptores, reduzindo a
excitabilidade neuronal;

d) a Eticloprida (1 pM) (Zhu et al., 2012) € um antagonista de receptores
dopaminérgicos D2 e bloqueia esses receptores;

e) anticorpo anti-Gal-4 (0,5ug/uL) foi administrado com o objetivo de bloquear

a agao da Galectina-4 endogenamente.

4.2.3 Design experimental

Analise do efeito da Gal-4 na atividade neuronal

Para analisar o nivel de expressao Gal-4 apés estimulo ou inibicado neuronal,
e antagonismo de receptores glutamatérgicos e dopaminérgicos, as células da
cultura de neuroblastoma foram pré-tratadas com drogas por 24 horas. Esse tempo
de tratamento foi estabelecido apds a realizacdo de ensaios preliminares que
permitiram padronizar a concentragdo das drogas e de parametros de meios de
cultivo de neuroblastoma. Essas células foram divididas em 5 grupos experimentais
para investigar o efeito de galectina 4 em processos relacionados a plasticidade
sinaptica:
A) Grupo Controle: n&do foi administrado nenhuma droga ou anticorpo;
B) Grupo Muscimol: o Muscimol foi administrado para inibir a atividade
neuronal;
C) Picrotoxina: Picrotoxina foi administrada para ativar atividade neuronal;
D) Grupo Eticloprida: Eticloprida foi administrada para antagonizar os
receptores dopaminérgicos D2;
E) Grupo APV: APV foi administrado para antagonizar os receptores

glutamatérgicos do tipo NMDA,;
Apds 24 horas de tratamento com as drogas farmacolégicas, as células foram
submetidas a imunocitoquimica, onde identificou-se e quantificou-se a expressao da

Gal-4 nos grupos.

Analise do efeito do bloqueio da Gal-4 na expressao do CREB
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Para analisar se o bloqueio de Gal-4 enddégena altera a expressdo do fator de
transcricdo necessario a plasticidade sinaptica e aprendizado, CREB, apds inibicao
ou estimulagao sinaptica, com ou sem bloqueio de Gal-4, as células da cultura de
neuroblastoma foram pré-tratadas com drogas e com o anticorpo anti-Gal-4, para
bloqueio da Gal-4. Essas células foram divididas em 6 grupos experimentais:

A) Grupo Controle: nao foi administrado nenhuma droga ou anticorpo;

B) Grupo Muscimol: foi administrado Muscimol para inibir a atividade
neuronal, e ndo houve bloqueio da Gal-4;

C) Grupo Picrotoxina: foi administrada a Picrotoxina para excitar a
atividade neuronal, e ndo houve bloqueio da Gal-4;

D) Grupo Controle com bloqueio da Gal-4: administrou-se o anticorpo
anti-Gal-4 para bloqueio endégeno da Gal-4;

E) Grupo Muscimol com bloqueio da Gal-4: foi administrado Muscimol
para inibir a atividade neuronal, e administrou-se o anticorpo anti-Gal-4
para bloqueio enddégeno da Gal-4;

F) Grupo Picrotoxina com bloqueio da Gal-4: foi administrada a
Picrotoxina para excitar a atividade neuronal, e administrou-se o

anticorpo anti-Gal-4 para bloqueio endégeno da Gal-4;

Apdés 24 horas de tratamento dos grupos experimentais de acordo com suas
condigbes estabelecidas, as células foram fixadas com Paraformaldeido 4% e
seguiu-se com os experimentos de ICC com uso de anticorpo anti-pCREB para sua

identificacao e quantificacao.

4.2.4 Imunocitoquimica (ICC)

ApoOs realizados os tratamentos farmacolégicos, os neurdnios de cultura de
neuroblastoma foram fixados com paraformaldeido a 4% (PFA) em solug&o salina
tamponada com fosfato (PBS), permeabilizados em Triton X-100 a 0,1% em PBS,
por 15 minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS e foi
realizado o bloqueio por 1 hora com PBS/BSA 1%. Nesse tempo, foi montada a
camara umida e preenchida com agua destilada. Incubou-se 50ul de solugédo com o

anticorpo primario em cada pogo da placa, deixado em geladeira a 4°C, overnight.
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No dia seguinte: Lavou-se 3x com 100ul de PBS/BSA 0,5% por 10 minutos, cada
vez. Preparou-se os anticorpos secundarios fluorescentes (diluidos em PBS/BSA
5%) — no escuro e com papel aluminio, para incubar separadamente (preparou-se
cada um apenas na hora de incubar). Incubou-se com o anticorpo secundario no
escuro, em camara umida, por 1 hora a temperatura ambiente, cada. Entao,
lavou-se duas vezes com PBS/BSA 0,5% por 10 minutos cada vez. Incubou-se com
4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) diluido em PBS/BSA 5% na por 15 minutos no
escuro. Lavou-se duas vezes com PBS/BSA 0,5% por 10 minutos cada vez.
Guardou-se a placa envolta em papel aluminio dentro da cdmara umida na geladeira
a 4°C, para no outro dia fotografar cada pogo através de um tablet conectado ao
microscopio optico invertido de imunofluorescéncia (Nikon Eclipse-TS2).

Foram utilizados como anticorpos primarios anti-Galectina-4 (1:75, sc-729,
Santa Cruz Biotechnology) para detec¢ado da Gal-4, o anti-Phospho-CREB (1:100;
p00577-1, Boster Bio) para detecgdo do CREB, a anti-B-Actina (1:400, sc-376421,
Life) para identificagcdo do nivel de integridade da morfologia celular. Quanto aos
anticorpos secundarios administrados, incluiu-se o anti-mouse (1:1000) e anti-rabbit
(1:400) e DAPI (1:500; Sigma) para identificacao do nucleo da célula.

A analise quantitativa dos neurénios da cultura submetidos ao ICC, foi feita
através de um microscopio 6ptico invertido (Nikon Eclipse Ts2), equipado com um
sistema de LEDS para excitar fluoréforos, nas cores azul (470 nm), verde (525 nm) e
violeta (385 nm). Os neurdnios da cultura de neuroblastoma foram selecionados
aleatoriamente. Fotografou-se de dois a trés campos por pogo de acordo com cada
grupo experimental na lente objetiva de 10X. O tempo de exposig¢ao escolhido para a
analise do DAPI foi de 30ms, e de 1.5s para a Gal-4 e CREB. O ganho de campo foi
de 240 para o DAPI, 280 para a Gal-4 e CREB, e 680-800 para a beta-actina.

Para quantificar a densidade celular a partir das imagens obtidas por
imunocitoquimica, foi necessario determinar a area correspondente a cada campo
de visdo analisado. As imagens foram adquiridas utilizando objetiva de 10x,
totalizando uma resolugdo meédia de 1770 x 1180 pixels por imagem. A escala da
imagem foi determinada com base nas informacdes extraidas do software ImageJ.
Ao utilizar a ferramenta "Set Scale", foi identificado que a imagem apresenta uma
resolugcao de 144 pixels por polegada (pixels/polegada). Sabendo que 1 polegada

equivale a 25,4 milimetros (mm), a escala foi convertida a partir do seguinte calculo:
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25,4 mm/144 pixels = 0,1764 mm/pixel = 176,4 pm/pixel

Com essa escala, foi possivel estimar as dimensdes fisicas da imagem:

e largura:

1770 pixels x 0,1764 ym/pixel = 312 ym
e Altura:

1180 pixels x 0,1764 um/pixel=208 um

Assim, a area total de cada campo de visao foi estimada em:
312 ym x 208 ym = 64.896 uym?= 0,0649 mm?

Para fins de analise, foram selecionadas multiplas imagens por pogo. Supondo a

analise de 3 imagens por pogo, a area total amostrada por pogo seria:
3 x 0,0649 mm? = 0.1947 mm?

Os experimentos foram conduzidos em placas de 24 pogos, cuja area util de cada
poco €& de aproximadamente 191 mm?2 A fragdo da area do poco efetivamente

amostrada foi, portanto:

0,1947/191 x 100 = 0,10% de area total de amostragem

As imagens de neurbénios de acordo com seus grupos experimentais foram
feitas em sequéncia, com as mesmas configuracoes de tempo de exposi¢cao e ganho
de campo. Em seguida, as analises de imagem foram feitas através do software
Imaged (https://imagej.net/ij/), onde foi gerado o Valor Médio Cinza (do inglés Mean
Gray Value), que é a média aritmética das intensidades de pixels dentro de cada
area selecionada que é definida por outros autores como regiao de interesse (ROIS,
do inglés Region of Interest) (Karpova et al., 2013; Melgarejo da Rosa et al., 2016).
O limiar determinado pela coloragdo DAPI foi utilizado para definir ROIs nucleares, e
posteriormente aplicados para a coloracdo Gal-4 e CREB. Foram excluidas da
selecao: debris celulares, células pixeladas e células com superexpressao de
marcacdo. A partir da média gerada pelo ImageJ, foi calculado o indice de
Imunoreatividade (IR), sendo a Média gerada pelo GraphPad Prism (versao 9.3). Os

dados para ambos os alvos proteicos foram normalizados e descritos como desvios
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percentuais da média de acordo com o Grupo Controle sem bloqueio da Gal-4. Os
valores foram normalizados de acordo com pelo menos dois experimentos
independentes, com duplicatas para cada condi¢gdo experimental. Aplicou-se o teste
de analise de variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Kruskal-Wallis,
para os dados ndo paramétricos. A analise do poder estatistico dos dados foi feita

pelo software G*Power, e esta descrita no material suplementar S9.

4.2.5 Isolamento de RNA e sintese do cDNA

Apos tratamentos em células de neuroblastoma, a extracdo de RNA foi
realizada utilizando o reagente Trizol®, conforme protocolo padronizado. O meio de
cultura foi retirado e nas células de neuroblastoma foram adicionados 700 pL de
Trizol® para lisar células e inativar RNases. A mistura foi homogeneizada por
pipetagem repetida para promover a lise celular por forga mecanica. Em seguida, a
amostra foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos para garantir a
dissociagdo completa dos complexos proteicos nucleares. Posteriormente, foram
adicionados 150 pL de cloroférmio, e o tubo foi agitado vigorosamente por 20
segundos, seguido de uma nova incubagao em temperatura ambiente por 3 minutos.
A separacéao das fases foi realizada por centrifugacéo a 12.000 rpm por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo. Para
precipitacdo do RNA, foram adicionados 375 uL de isopropanol a 100%, seguido de
homogeneizagado e incubagéo em temperatura ambiente por 10 minutos. A amostra
foi entdo centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, resultando em um pellet
esbranquicado de RNA. O sobrenadante foi cuidadosamente removido, e o pellet
lavado com 750 pyL de etanol a 75%, seguido de breve vortexagdo e nova
centrifugagéo a 7.500 rpm por 5 minutos a 4°C. O etanol residual foi descartado, e o
pellet foi deixado para secar em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds a
evaporagao completa do etanol, o RNA foi ressuspenso em 30 uL de agua livre de
RNase. O tubo foi incubado em banho-maria a 55°C por 10 a 15 minutos. Por fim, a
concentragdo e a pureza do RNA extraido foram avaliadas em espectrofotdmetro
Nanodrop, e as amostras foram armazenadas a -80°C até o uso.

O cDNA obtido foi utilizado para amplificacdo génica por Reagao em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (QPCR). Os primers das sequéncias Forward (F) e

Reverse (R) de cada gene-alvo estao descritos abaixo:
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A) LGALS4
F- CACAGCTCGAAGAACCATCA
R- CAGCGAATGGACAGATCAAA

B) c-Fos
F- CCGAGCTGGTGCATTACAGA
R- CGCACAGATAAGGTCCTCCC

C) GIuN2B
F- CCTGGGAGCAGAAGCAGTAT
R- AGATTTCCTCGCACACCCTG

D) Dopamine receptor (D2)
F-CGAGTCAACACCAAACGCAG
R- TCCTCGGGGTGAGTACAGTT

E) Arc
FOR: 5-CTGAGCCACCTAGAGGAGTACT-3'
REV: 5-AACTCCACCCAGTTCTTCACGG-3

4.3 Modelo in vivo

4.3.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos da espécie Rattus norvegicus do sexo bioldgico
macho com idade entre @i6-8%; semanas, com peso de ©&i150-200kg. Os
experimentos apenas foram conduzidos apds aprovacéo do Comité de Etica de Uso
de Animais (CEUA), sob o numero de protocolo 0079/2023. Os animais foram
provindos de Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE.
Esses animais foram mantidos em um biotério apresentando uma temperatura
constante de 22 a 27°C, com livre acesso a agua e comida. Os roedores foram
submetidos a um ciclo de 12 em 12 horas de exposi¢ao e retirada da luminosidade.

Todas as manipulag¢des foram realizadas durante a fase de luz do ciclo. A equipe fez
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0 necessario para cumprir 0 que cita a diretriz legal brasileira Lei no 11.794/2008,
acerca da adogado de medidas que causem o minimo de desconforto ou sofrimento
de animais vivos submetidos a procedimentos experimentais. Os experimentos
foram realizados estritamente de acordo com as recomendacdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA). 20 animais foram

utilizados no total, 10 no grupo controle e 10 no grupo tratado.

4.3.2 Cirurgia para implante de cénulas intra-hipocampal

Os animais foram submetidos a um procedimento cirurgico para implantacéao de
canulas intra-hipocampo — regido cerebral necessaria para consolidagao de
memorias. Apds 7 dias de recuperagao cirurgica, os animais foram testados no teste
de medo condicionado contextual para analise da influéncia de Galectina-4 na
consolidacdo de memoria traumatica.

Para o procedimento cirurgico, os roedores foram anestesiados com injegcéo
intraperitoneal de 50mg/kg de cloridrato de cetamina e 5mg/kg de xilazina.
Posicionou-se os animais em um aparelho estereotaxico e foi feita a incisdo da pele
e limpeza do cranio. Apds isso, canulas guia de calibre 27 foram colocadas
unilateralmente via intra-hipocampo. As coordenadas do aparelho estereotaxico para
as regides CA1 do hipocampo seguiram as coordenadas do atlas Paxinos e Watson
(1986): dorsal foram AP: —2mm do bregma; L: + 1,6 da sutura sagital; V: =1,5mm da
superficie do cranio. As céanulas-guia foram fixadas com acrilico dental. Foram
inseridos estiletes de aco inoxidavel (calibre 30) nas canulas-guia para manté-las
livres de detritos. Todos os animais tiveram uma semana para se recuperar da
cirurgia e o efeito de drogas anestésicas.

Para analise do envolvimento de Galectina-4 no processo de consolidacao de
memoria, o anticorpo anti-Gal-4 (0,5ug/uL) foi administrado via intra-hipocampo
imediatamente apdés a etapa de treinamento da tarefa de medo condicionado

contextual.

Grupos experimentais:
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A) Grupo 1: Administrou-se solugdo salina via intra-hipocampo,
imediatamente apds o treino do medo. Realizou-se Teste de Medo
Condicionado Contextual 24 horas depois.

B) Grupo 2: Administrou-se anticorpo anti-Gal-4 (0,5ug/uL) via
intra-hipocampo, imediatamente apos o treino do medo. Realizou-se

Teste de Medo Condicionado Contextual 24 horas depois.

4.3.3 Teste de medo condicionado contextual (TMCC)

O condicionamento classico € uma forma de aprendizado associativo,
descrito pelo fisiologista russo lvan Pavlov como uma relagao de aprendizado entre
dois estimulos: a) o estimulo condicionado (EC), que relaciona-se ao contexto onde
o trago de memoaria se formou, como por exemplo: luz, toque, tom; b) o estimulo
incondicionado (El), estimulo aversivo ou emocional que facilita a formagéo do trago
de memdria, como por exemplo: choque, recompensa ou omissao da mesma
(Chang e Maren, 2009).

Baseado no condicionamento classico descrito por Pavlov, o teste de medo
condicionado contextual (TMCC) é um exemplo de teste in vivo que pode auxiliar no
estudo da consolidacdo da memodria traumatica. O contexto € uma combinacao
sempre presente de elementos ambientais discretos capazes de influenciar varios
processos psicologicos (Chaaya et al., 2019). Quando ha uma associagédo entre um
EC e El, forma-se uma memodria de medo contextual permanente, e compde um
parametro de formacdo de memdrias aversivas (Chaaya et al., 2019). Esse teste
produz uma resposta de medo condicionado ao estimulo contextual, na forma de
freezing (do portugués, congelamento), sendo este o parametro de memoria
avaliado (percentagem de congelamento). Quanto maior a resposta de
congelamento, mais forte a associagdo do EC com EI (Chang et al., 2009).

Conforme Gomes et al. (2010), o teste foi realizado em um aparato de treino
(EC) formado por barras de metal no chdo condutoras de corrente elétrica (El).
Nesse teste, houveram duas etapas gerais: treinamento do medo condicionado e
analise de retengcao da memoria apos 24 horas (Gomes et al., 2010). No treino, o
roedor foi deixado livre para explorar o espago do aparato por 3 minutos (EC).
Depois, foram disparados trés choques com uma corrente elétrica de 0,6 mA por 2

segundos, e 30 segundos de intervalo/choque (El) (Gomes et al., 2010). Apds o
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ultimo pareamento EI-EC, os animais permaneceram por 60 segundos antes de
retornar a sua gaiola (Gomes et al., 2010).

As drogas (salina ou anticorpo anti-Gal-4) foram administradas imediatamente
apods o treino para analise do envolvimento de Gal-4 na consolidagédo da memoéria. A
imobilidade completa (exceto para movimentos respiratorios), 24 horas apos o

treino, é indicativo de memoaria de medo dos animais (retengao EC-EI).

4.3.4 Teste de Campo Aberto (TCA)

Logo apés o teste do TMCC os animais foram expostos ao Teste de Campo
Aberto (TCA). O TCA é amplamente utilizado para avaliar o comportamento de
exploracéo, nivel de atividade locomotora e ansiedade em roedores. Ele fornece
informacdes sobre o comportamento espontaneo e as respostas de medo ou
ansiedade, dependendo das condigdes do ambiente. O teste € conduzido em uma
caixa grande e aberta (geralmente de 50 x 50 cm a 100 x 100 cm de area, € 20 a 50
cm de altura) onde o chéao é dividido em quadrantes ou zonas para monitoramento
de movimentos dos animais. A quantidade de movimento ou Crossing (caminhadas
entre 0os quadrantes, com as 4 patas) do animal é registrada, e pode ser uma
medida da coordenac&o motora dos animais. As respostas de levantar dos animais
(Rearing) € avaliado como uma medida da atividade ansiolitica dos animais, na qual
reflete um mecanismo de fuga ou medo dos animais. O comportamento de Crossing

e Rearing dos animais foi avaliado por um periodo de 5 minutos.

4.3.5 Teste de Labirinto em Cruz Elevado (TLCE)

Logo apdés o TCA os animais foram avaliados no Teste de Labirinto em Cruz
Elevado (TLCE). O labirinto em cruz elevado é usado principalmente para avaliar a
ansiedade em roedores, observando suas escolhas entre areas abertas e fechadas.
Ele é projetado para avaliar a tendéncia de fuga, medo e o comportamento de
exploracdo. O labirinto € composto por uma plataforma elevada com formato de
"mais" (+), que contém quatro bragos, sendo dois fechados (com paredes) e dois
abertos (sem paredes). Cada brago tem aproximadamente 30 cm de comprimento e
5 cm de largura. A plataforma é geralmente elevada a cerca de 50 a 80 cm do chéo,

o que confere um certo grau de medo devido a altura.
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O roedor pode se sentir mais seguro nas areas fechadas (com paredes) e
mais ansioso nas areas abertas (sem paredes). Isso permite medir a tendéncia do
animal a explorar ou evitar areas abertas. A quantidade de tempo que o roedor
passa em cada tipo de brago (aberto ou fechado) pode indicar seu nivel de
ansiedade. Quanto mais o animal permanecer nos bracos fechados, maior o nivel de
ansiedade. O tempo até o animal atravessar para um dos bragos abertos ou sua
preferéncia por areas fechadas pode ser uma medida do medo do animal. Um maior
tempo gasto nos bragos abertos sugere menor nivel de ansiedade. O contrario,
maior permanéncia nos bragos fechados, sugere um comportamento ansioso. O
nuamero de entradas em cada brago pode ser usado para avaliar o grau de

exploracao versus a evitagdo. O experimento também é conduzido por 5 minutos.

4.4 Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos experimentais in vivo foram feitas mediante
Andlise de Variancia, seguida pelo teste de comparag¢des multiplas de Tukey, ou,
quando entre dois grupos, pelo teste t de Student para amostras independentes.
Dados nao-paramétricos foram analisados pelo Mann-Whitney. Os valores
considerados significativos apresentaram p < 0,05, de acordo com o GraphPad
Prism (versao 9.3).

A quantificagdo relativa (RQ) dos dados da qPCR foi calculada utilizando o
método 2-AACt2*{-\Delta\Delta Ct}2-AACt. A expressao dos genes CREB, Arc,
c-Fos, GIuN2B e receptor dopaminérgico D2, foi quantificada por qPCR e

normalizada em relagdo ao gene de referéncia B-Actina.

5 RESULTADOS

5.1 Predicao de afinidade da Galectina-4 pelo receptor glutamatérgico do tipo

NMDA e pelo receptor dopaminérgico D2

Para analisar o nivel de afinidade entre a Gal-4 e o receptor glutamatérgico
do tipo NMDA e o receptor dopaminérgico D2, foi realizado um docking molecular

proteina-proteina. Foram selecionadas estruturas cristalinas da Gal-4, dos
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receptores NMDA (RNMDA) e dos receptores dopaminérgicos do tipo D2 (RDD),
expressas em espécie humana e com menor valor de resolugédo de comprimento em
Angstréms (indicativo de maior qualidade estrutural), a fim de garantir maior preciséo
na determinagcdo da posigao atdbmica nas estruturas, e favorecer a acuracia do

docking molecular (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizagao de proteinas selecionadas no PDB

Nome da PDB Nome no PDB | Classificagdo | Método Resolugao
proteina ID
Galectina-4 4XZP Proteina de Difracdo de | 1,48 A
Estrutura ligagao de Raios-X
cristalina do g ,9
. agucar
dominio
N-terminal da
Galectina-4
humana
RNMDA 4TLL Proteina de Difracdo de | 3,59 A
Estrutura e .
e sinalizagao Raios-X
cristalina do
receptor NMDA
GIluN1/GIuN2B,

estrutura 1

RDD 6VMS | Estrutura de | Proteina de Microscopia | 3,80 A
um complexo | sinalizagao eletrénica
receptor-de-pro
teina-G
dopamina D2
em uma
membrana
lipidica

Legenda: RNMDA, Receptor glutamatérgico do tipo NMDA; RDD, Receptor dopaminérgico D2.

Inicialmente, foi performada a interacdo 4XZP-4TLL, em que definiu-se a

estrutura 4XZP como ligante e a subunidade 4TLL como receptor. Os esquemas de
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pontuacdes do coeficiente de ponderacdo do acoplamento proteina-proteina foi feito
de acordo com os seguintes modelos de energia: (i) balanceado, (ii)
eletrostatico-favorecido, (iii) hidrofobico-favorecido e (iv) Van der Waals +
eletrostatica (Tabela 2). Foi gerado um ranking de 29 modelos com coeficientes de
ponderagdo para energia balanceada e eletrostatica favorecida, 27 modelos para
energia hidrofébica e 29 modelos para Van der Waals + Eletrostatica, que podem ser
consultados respectivamente no material suplementar S1, S2, S3 e S4.

O ranking estd em ordem decrescente quanto ao tamanho do cluster —
estruturas com similaridade espacial — e reflete os centros de clusters mais
povoados de estruturas de baixa energia acopladas. No modelo de acoplamento
4XZP-4TLL com maior numero de conformagdes de energia balanceada — indicada
para casos em que nao tém-se estudos anteriores que informem quais forgas
eletrostaticas predominam o complexo de interacdo — foram encontradas 75 poses
similares, com coeficiente ponderado de menor energia de -1029.5 (Tabela 2). O
ranking esta em ordem decrescente quanto ao maior numero de poses e 0s
menores coeficientes ponderados de energia de afinidade de ligagao, nos clusters
‘07, “17 e “3”, que foram descritos nas Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4 e Tabela 5.

A energia de afinidade da ligagcdo é maior para a energia hidrofébica, com
coeficiente ponderado de menor energia de -1528.0 (Tabela 4), em comparacéao a

energia eletrostatica e de Van der Waals + eletrostatica (Tabela 3 e Tabela 5).

Tabela 2 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-4TLL, de acordo com pontuagdes

ponderadas no modelo de energia balanceada

Cluster | Energia balanceada
Poses Representativo Weighted Score
0 75 Centro -1029.5
Menor energia -1029.5
1 58 Centro -9029.2
Menor energia -995.1
2 57 Centro -843.5
Menor energia -970.0
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A tabela mostra o numero de poses (0 numero de estruturas ancoradas), e o coeficiente de
ponderagao (Weighted Score) de acordo com a energia do centro do grupo (ou seja, a estrutura que

possui 0 maior numero de estruturas vizinhas no grupo) e o de menor energia de afinidade de ligagao.

Tabela 3 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-4TLL, de acordo com pontuacgdes

ponderadas no modelo de energia eletrostatica favorecida

Cluster | Energia eletrostatica favorecida
Poses Representativo Weighted Score
0 75 Centro -1019.5
Menor energia -1019.5
1 58 Centro -930.2
Menor energia -1049.5
2 57 Centro -998.6
Menor energia -1011.8

Tabela 4 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-4TLL, de acordo com pontuagdes

ponderadas no modelo de energia hidrofébica favorecida

Cluster | Energia hidrofébica favorecida
Poses Representativo Weighted Score
0 75 Centro -1528.0
Menor energia -1528.0
1 58 Centro -1545.6
Menor energia -1545.6
2 57 Centro -1321.6
Menor energia -1545.1

Tabela 5 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-4TLL, de acordo com pontuagdes

ponderadas no modelo Van der Waals + eletrostatica

Cluster | Van der Waals + eletrostatica
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Poses Representativo Weighted Score
0 75 Centro -270.6
Menor energia -346.9
1 58 Centro -302.7
Menor energia -321.1
2 57 Centro -269.5
Menor energia -308.9

Em seguida, submeteu-se o modelo de docking molecular 4XZP-4TLL de
maior energia de afinidade de ligacdo em meio de cargas elétricas balanceadas, ao
PDBsum. Na Figura 12 é possivel visualizar em 3D o modelo de encaixe de energia

mais favoravel entre as estruturas 4XZP e 4TLL.

Figura 12 — Visualizagao esquematica da estrutura em 3D da interagdo mais favoravel entre a

estrutura 4XZP e a subunidade 4TLL gerado pelo PDBsum, no modelo de energia balanceada

. Cadeia B da estrutura 4TLL
m Cadeia D da estrutura 4TLL
D Cadeia A da estrutura 4XZP

Fonte: autora com PyMOL.

Na Figura 13, é possivel observar os dados visuais gerados pelo grafico de
Ramachandran, responsavel por validar a qualidade estereoquimica da interagao
4XZP-ATLL com base nos angulos ¢ (Phi) e y (Psi) do esqueleto peptidico. E
possivel observar 1291 residuos de um total de 1449 residuos n&o-glicina e

nao-prolina, definidos como regides mais favoraveis (em vermelho no grafico), o que
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representou um indice de 89.1% (VR: > 90%) (Tabela 6). Isso sugere adequada

conformacgao dos angulos ¢ e g na interagao 4XZP-4TLL.

Figura 13 — Grafico Ramachandran da interacao entre as estruturas 4XZP e 4TLL

180

Psi (graus)

135 90 45 0

Phi (graus)

135 180

Cada ponto em azul ou vermelho indica um residuo de aminoacido. Os espagos em vermelho indicam

as regides mais favoraveis a nivel de energia de afinidade de ligagdo. Os espagos nas cores marrom

e amarelo indicam regibes de interagdo menos favoraveis. Os espagos nas cores bege e branco

indicam regides nao permitidas para ligagdes. Fonte: A autora com PDBsum.

Tabela 6 — Dados estatisticos do grafico de Ramachandram através do PROCHECK

Classificagao de regides

N° de residuos

Porcentagem (%)

exclusao de Glicina e
Prolina)

Mais favorecidas [A, B, L] | 1291 89.1%
Adicionalmente 131 9.0%
permitidas

[a, b, |, p]

Generosamente 23 1.6%
permitidas

[~a, ~b, ~I, ~p]

Nao permitidas [XX] 4 0.3%
Residuos nao-Glicina e 1449 100.0%
nao-Prolina

Residuos terminais (com | 27 -
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Residuos de Glicina 106 -

Residuos de Prolina 61 -

Numero total de residuos | 1643 -

Com base na analise de 118 estruturas com resolugdo de pelo menos 2,0 A e fator R ndo superior a
20,0, espera-se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas
[A,B,L]. Legenda: [A], indica regido em que localizam-se as hélices-a; [B], regido em que localizam-se
as folhas-f3; [L], indica regido em que localizam-se as hélices levégiras; [a], indica regido ao redor da
hélice a, mas um pouco mais distante dos valores ideais; [b], indica regido menos favorecida ao redor
das folhas-B; [l], indica regido menos favorecida ao redor das hélices levdgiras; [p], indica pequena
regido permitida associada a algumas conformagdes irregulares ou loops; [~], indica conformagdes
nao estereoquimicamente ideais; [XX], indica areas de incompatibilidade geométrica; -, valor ndo

fornecido. Fonte: A autora com PDBsum.

A anadlise dos fatores G, medida de nao-usualidade geométrica local de
angulacdes e distancias entre atomos, do modelo de interacdo 4XZP-4TLL, foi visto
um indice de -0.19 (VR: S < -0.5, incomum; S < -1.0, extremamente incomum)

(Tabela 7), sugere geometria local normal, sem significativas distor¢des.

Tabela 7 — Fatores-G do grafico de Ramachandram através do PROCHECK

Parametro Score (S) Média do Média geral
Score
Angulo diedro | Distribuicéo -0,15 -0,19 -0,01
Phi-Psi

Distribuicao -0,85*
Chi1-chi2

Somente Chi1 |-0,29

Chi3 e Chi4 0,43

Omega 0,00
Forcgas Comprimentos | 0,66 0,20
covalentes da | de ligagao da
cadeia cadeia
principal principal

Angulos de -0,13
ligagao da
cadeia
principal




66

Os fatores G indicam o nivel de uma propriedade fisico-quimica ser incomum, ou fora do comum.
Classificagao: S < -0,5* é incomum; S < -1,0** é altamente incomum. Observagédo importante: Os
comprimentos de ligagado da cadeia principal e os angulos de ligagdo sdo comparados com os valores
ideais de Engh & Huber (1991) derivados de dados de moléculas pequenas. Portanto, estruturas
refinadas usando diferentes restricbes podem apresentar desvios aparentemente grandes da

normalidade. Fonte: A autora com PDBsum.

E possivel observar que a cadeia A da subunidade 4XZP interage com a
cadeia D da subunidade 4TLL. Observa-se que essa interagao pode ocorrer através
de 1 ponte de sal e 6 ligagdes de Hidrogénio (Figura 14 e 15). A analise estatistica
da interface das cadeias A e D pode ser vista na Tabela 8.

Figura 14 - Esquema visual dos tipos de cadeias e de ligagdes na interagdo entre a
subunidade 4XZP da Gal-4 e a subunidade 4TLL do receptor glutamatérgico do tipo NMDA

.Cadeia B da estrutura 4TLL
.Cadeia D da estrutura 4TLL
.Cadeia A da estrutura 4XZP

mm Pontes de sal

== Ligacdes de Hidrogénio

== Contatos ndo vinculados

E possivel observar que a cadeia A da subunidade 4XZP, interage com a cadeia D da estrutura 4TLL,

e nao com a cadeia B. Fonte: A autora com PDBsum.
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Figura 15 — Diagrama esquematico visual de interagdes entre a estrutura 4XZP e a subunidade

4TLL

= Pontes de sal

mm Ligagdes de hidrogénio

== Contatos ndo vinculados

Interface proteina-proteina das cadeias A da estrutura 4XZP e D da estrutura 4TLL. E possivel

observar que 30 residuos da cadeia A interagem com 24 residuos da cadeia D. A interacdo entre a

cadeia A e a cadeia D se da a partir de 1 ponte de sal e 6 ligagdes de hidrogénio. Ha 223 contatos

nao vinculados. A area de cada circulo é proporcional a superficie da area que corresponde a cadeia

proteica. Fonte: A autora com PDBsum.

Tabela 8 — Analise estatistica da predi¢gao da interagao entre as cadeias Ae D

Estrutura | Cadeia | N° de Areada |N° N° de N° de N° de contatos
proteica | residuos | interface de pontes pontes de | nao-vinculados
na (A?) pontes | dissulfeto | hidrogénio
interface de sal
4XZP A 30 1468 1 - 6 223
4TLL D 24 1695

Legenda: -, auséncia de ligacao. Fonte: autora com PDBsum.

Na Figura 16 e Tabela 9 estdo descritas as interagbes entre residuos de

aminoacidos da cadeia A da estrutura 4XZP e da cadeia D da subunidade 4TLL.




Figura 16 — Esquema visual das interagdes entre os residuos aminoacidos das cadeias A e D

Cadeia A Cadeia D
da 4XZP dad4TLL

Trp71 @D @D Gl1ys03
Aasp2 @D
Argyl @ @D Met807
@D Leu544
Lys73 @D @D Alaslo
Ser2 @D @D Alas549
Lys90 @ — @ Asp550
Gui2z @P @D Valss?
Tyr122 @D @ Val553
Arg89 @ @D Sersls
Glus7 @D @D Alasl1
Arge7 @D @D Leusl4
Phe76 @D
Gluss @ D Phess6
Ser86 ‘ - Leu559
Gly12s @D @ Leus60
Arg27 @D @D 11e589
His63 @D @D 11e585

Trp84 D Thr818
Leu79 @D
Lyss3 @D Glu822
ciy2 @ @D Gly586
@D Phess3
Glys1 @ @D Sers82
GIn80 @D
Phed7 @D
Asnd9 @D @D Mets21
G137 @D
Pro56 - - @D Tyr826
Asp5s @D
Glys7 @ D Phes25s

Tyr20 @D

Legenda das ligagoes:

== Pontes de sal

== LigagGes de Hidrogénio
Contatos ndo vinculados

Legenda dos residuos de aminoacidos:

-Positivo paraH,KeR
- NegativoparaDeE
-S, T, N, Q = neutro
@AV, L1, M= alifatica
- F Y, W = aromdtica
@ P, G = Pro&Gly
OC = Cisteina
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Legenda d: H, Histidina; K, Lisina; R, Arginina; D, Acido Aspartico; E, Acido Glutamico; S, Serina; T,

Treonina; N, Asparagina; Q, Glutamina; A, Alanina; V, Valina; L, Leucina; I, Isoleucina; M, Metionina;

F, Fenilalanina; Y, tirosina; W, Triptofano; P, Prolina; G, Glicina. Fonte: A autora com PDBsum.

Tabela 9 — Interagdes entre aminoacidos das cadeias A e D e principais propriedades fisico-quimicas

Aminoacid
os da
cadeia A
da
estrutura

Proprieda | Aminoacid

os da
cadeia D
da
subunidad

Proprieda | Tipo de

ligacao
quimica da
interagao




4XZP e 4TLL
Lys90 Carga Asp550 Carga Ponte de
elétrica elétrica sal
positiva negativa
Arg91 Carga Met807 Cadeia Ligacao de
elétrica alifatica Hidrogénio
positiva
Trp84 Aromatica | Glu822 Carga Ligacao de
elétrica Hidrogénio
negativa
Lys83 Carga Glu822 Carga Ligacao de
elétrica elétrica Hidrogénio
positiva negativa
Gly82 Pro&Gly Glu822 Carga Ligacao de
elétrica Hidrogénio
negativa
Gly81 Pro&Gly Ser582 Aminoacido | Ligagao de
s polares, Hidrogénio
mas néo
carregados
Gly57 Pro&Gly Phe825 Cadeia Ligac&o de
aromatica | Hidrogénio

Fonte: A autora com PDBsum.
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Em seguida, para analise da energia de afinidade da interacdo 4XZP-6VMS,

estabeleceu-se a estrutura 4XZP como ligante e a estrutura 6VMS como receptor. O

docking proteina-proteina resultou num ranking decrescente de 26 modelos de

energia balanceada, energia hidrofébica e 29 modelos para Van der Waals +

Eletrostatica, que podem ser consultados respectivamente no, que podem ser

consultados no material suplementar S5, S6, S7 e S8. No modelo de acoplamento

de interagdo 4XZP-6VMS de energia balanceada, foram encontradas 158 poses

similares, com um coeficiente ponderado de menor energia de -818.3 (Tabela 8). O

ranking esta em ordem decrescente quanto ao maior numero de poses e 0s

menores coeficientes ponderados de energia de afinidade de ligacdo nos clusters
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“0”, “1” e “3”, foram descritos nas Tabela 8, Tabela 10, Tabela 11 , Tabela 12 e Tabela

13.

Tabela 10 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-6VMS, de acordo com pontuagdes

ponderadas no modelo de energia balanceada

Cluster | Energia balanceada
Poses Representativo Weighted Score
0 158 Centro -659.2
Menor energia -818.3
1 105 Centro -646.4
Menor energia -873.9
2 74 Centro -712.4
Menor energia -712.4

A tabela mostra o numero de poses (o numero de estruturas ancoradas), e o coeficiente de
ponderagéo (Weighted Score) de acordo com a energia do centro do grupo (ou seja, a estrutura que

possui o maior numero de estruturas vizinhas no grupo) e o de menor energia.

Tabela 11 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-6VMS, de acordo com pontuagdes

ponderadas no modelo de energia eletrostatica favorecida

Cluster | Energia eletrostatica favorecida
Poses Representativo Weighted Score
0 93 Centro -752.8
Menor energia -779.9
1 74 -823.1 -823.1
Menor energia -875.9
2 70 Centro -704.2
Menor energia -875.9
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A tabela mostra o numero de poses (0 numero de estruturas ancoradas), e o coeficiente de
ponderagao (Weighted Score) de acordo com a energia do centro do grupo (ou seja, a estrutura que

possui 0 maior numero de estruturas vizinhas no grupo) e o de menor energia.

A energia de afinidade da ligacdo € maior para a energia hidrofébica, com
coeficiente ponderado de menor energia de -1132.2 (Tabela 12), em comparagéo a

energia eletrostatica e de Van der Waals + eletrostatica (Tabela 11 e Tabela 13).

Tabela 12 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-6VMS, de acordo com pontuagbes

ponderadas no modelo de energia hidrofébica favorecida

Cluster | Energia hidrofébica favorecida
Poses Representativo Weighted Score
0 213 Centro -794.8
Menor energia -1132.2
1 196 Centro -792.2
Menor energia -1056.6
2 109 Centro -802.3
Menor energia -845.5

A tabela mostra o numero de poses (0 numero de estruturas ancoradas), e o coeficiente de
ponderagao (Weighted Score) de acordo com a energia do centro do grupo (ou seja, a estrutura que

possui 0 maior numero de estruturas vizinhas no grupo) e o de menor energia.

Tabela 13 — Trés primeiros clusters gerados da interagdo 4XZP-6VMS, de acordo com pontuagdes

ponderadas no modelo Van der Waals + eletrostatica

Cluster Van der Waals + eletrostatica

Poses Representativo Weighted Score
0 117 Centro -208.0
Menor energia -256.5
1 82 Centro -206.8
Menor energia -256.0
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2 66 Centro -227.0

Menor energia -244.8

A tabela mostra o numero de poses (0 numero de estruturas ancoradas), e o coeficiente de
ponderagao (Weighted Score) de acordo com a energia do centro do grupo (ou seja, a estrutura que

possui 0 maior numero de estruturas vizinhas no grupo) e o de menor energia.

Em seguida, submeteu-se o modelo de docking molecular 4XZP-6VMS ao
PDBsum. Na Figura 17 €& possivel visualizar em 3D do modelo de encaixe de

energia mais favoravel entre as estruturas 4XZP e 6VMS.

Figura 17 — Visualizagcao esquematica da estrutura em 3D da interagcdo mais favoravel entre a

estrutura 4XZP e a subunidade 6VMS gerado pelo PDBsum, no modelo de energia balanceada

DCadeia A da estrutura 4XZP
DCadeia P da estrutura 6YMS
.Cadeia B da estrutura 6VMS
.Cadeia D da estrutura 6VMS

.Cadeia E da estrutura 6VYMS

Na legenda, a cadeia “P” é a cadeia A da estrutura 6VMS. Fonte: A autora com PyMOL.

Na Figura 18, é possivel observar os dados visuais gerados pelo grafico de
Ramachandran, a partir da interagdo 4XZP-4TLL. Na analise estatistica, 776
residuos de um total de 883 residuos nao-glicina e n&o-prolina, foram definidos
como regides mais favoraveis (em vermelho no grafico), o que representou um
indice de 87.9% (VR: > 90%) (Tabela 14). Isso sugere adequada conformag&o dos

angulos @ e Y na interagéo 4XZP-6VMS.
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Figura 18 — Grafico Ramachandran da interagdo entre as estruturas 4XZP e 6VMS

Grafico de Ramachandran

Psi (graus)

Phi (graus)

Cada ponto em azul ou vermelho indica um residuo de aminoacido. Os espagos em vermelho indicam
as regides mais favoraveis a nivel de energia de afinidade. Os espagos nas cores marrom e amarelo
indicam regides de interagdo menos favoraveis. Os espagos nas cores bege e branco indicam regides

nao permitidas para ligagdes. Fonte: A autora com PDBsum.

Tabela 14 — Dados estatisticos do grafico de Ramachandram através do PROCHECK

Classificagao de regioes | N° de residuos Porcentagem (%)
Mais favorecidas [A, B, L] | 776 87.9%
Adicionalmente 102 11.6%
permitidas

[a, b, |, p]

Generosamente 4 0.5%
permitidas

[~a, ~b, ~I, ~p]

Nao permitidas [XX] 1 0.1%
Residuos nao-Glicina e 883 100.0%
nao-Prolina

Residuos terminais (com | 11 -
exclusao de Glicina e

Prolina)
Residuos de Glicina 78 -
Residuos de Prolina 33 -

Numero total de residuos | 1005 -
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Com base na analise de 118 estruturas com resolucéo de pelo menos 2,0 A e fator R n&o superior a
20,0, espera-se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas
[A,B,L]. Legenda: [A], indica regido em que localizam-se as hélices-q; [B], regido em que localizam-se
as folhas-B; [L], indica regido em que localizam-se as hélices levdgiras; [a], indica regido ao redor da
hélice a, mas um pouco mais distante dos valores ideais; [b], indica regido menos favorecida ao redor
das folhas-B; [I], indica regido menos favorecida ao redor das hélices levogiras; [p], indica pequena
regido permitida associada a algumas conformagdes irregulares ou loops; [~], indica conformacgdes
nao estereoquimicamente ideais; [XX], indica areas de incompatibilidade geométrica; -, valor ndo

fornecido.

Ja em relacdo aos fatores G, que informam a medida de n&o-usualidade da
interacdo analisada, foi visto um indice de -0.06 (VR: S < -0.5, incomum; S < -1.0,
extremamente incomum) (Tabela 15), o que sugere que as estrutura analisadas nao

apresentam caracteristicas geométricas incomuns.

Tabela 15 — Fatores-G do grafico de Ramachandram através do PROCHECK

Parametro Score (S) Média do Média geral
Score
Angulo diedro | Distribuicdo 0,38 -0,06 0,04
Phi-Psi
Distribuicao -0,35
Chi1-chi2
Somente Chi1 |-0,33
Chi3 e Chi4 0,49
Omega 0,44
Forgas Comprimentos | 0,64 0,12
covalentes da | de ligagao da
cadeia cadeia
principal principal
Angulos de -0,25
ligagao da
cadeia
principal

Os fatores G indicam o nivel de uma propriedade fisico-quimica ser incomum, ou fora do comum.
Classificagao: S < -0,5* é incomum; S < -1,0** é altamente incomum. Observacao importante: Os
comprimentos de ligacado da cadeia principal e os angulos de ligagdo sdo comparados com os valores

ideais de Engh & Huber (1991) derivados de dados de moléculas pequenas. Portanto, estruturas
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refinadas usando diferentes restricbes podem apresentar desvios aparentemente grandes da
normalidade. Fonte: autora com PDBsum.

E possivel observar que a cadeia A da estrutura 4XZP interage com as
cadeias P e B da estrutura 6VMS (Figura 19).

Figura 19 — Esquema visual dos tipos de cadeias e de ligagbes na interagdo entre a

subunidade 4XZP da Gal-4 e a estrutura 6VMS do receptor dopaminérgico D2

DCadeia A da estrutura 4XZP
DCadeia P da estrutura 6VMS
.Cadeia B da estrutura 6VMS
.Cadeia D da estrutura 6VMS

.Cadeia E da estrutura 6VMS
mm Pontes de sal

mm LigagGes de Hidrogénio

mm Contatos ndo vinculados

Na legenda, a cadeia “P” é a cadeia A da estrutura 6VMS. E possivel observar que a cadeia A da
subunidade 4XZP, interage com as cadeias A e B da estrutura 6VMS, e ndo interage com as cadeias

E e C. Fonte: autora com PDBsum.

Observa-se que a interagdo entre a cadeia da estrutura 4XZP e cadeia P(A) da
estrutura 6VMS, pode ocorrer através de 2 pontes de sal e 8 ligagdes de Hidrogénio (Figura
23). A analise estatistica da interface da interacado entre as cadeias A e P (A) pode ser vista
na Tabela 16.
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Figura 20 — Diagrama esquematico visual de interagdes entre a estrutura 4XZP e a cadeia P da
estrutura 6VMS

mm Pontes de sal

mm ligagbes de hidrogénio

== Contatos ndo vinculados
Interface proteina-proteina da cadeia A da estrutura 4XZP e cadeia P (cadeia A) da estrutura 6VMS.
E possivel observar que 15 residuos na cadeia A interagem com 12 residuos da cadeia D. A
interacdo entre a cadeia A e a cadeia P se da a partir de 2 pontes de sal e 8 ligagdes de hidrogénio.
Ha 91 contatos ndo vinculados. A area de cada circulo é proporcional a superficie da area que

corresponde a cadeia proteica. Fonte: autora com PDBsum.

Tabela 16 — Analise estatistica da predi¢gdo das cadeias A e P (A)

Estrutura | Cadeia | N°de Areada [ N°de N° de N° de N° de contatos
proteica | residuos | interface | pontes | pontes pontes de nao-vinculados
na (A?) de sal | dissulfeto | hidrogénio
interface
4XZP A 15 679 2 - 8 91
6VMS P (A) 12 734

Legenda: -, auséncia de ligagdo. Fonte: autora com PDBsum.

Na Figura 21 e Tabela 17 estdo descritas as interacdes entre residuos de

aminoacidos da cadeia A da estrutura 4XZP e da cadeia D da subunidade 4TLL.
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Figura 21 — Esquema visual das interag6es entre os residuos aminoacidos das cadeias A e

P(A)

Lys44 )
Argd5 = Asp350

Phed7 D,

Asnd9 @ D Cys3s1
Hisc3 @D
Glys@D -

Leu79 - - - Leu353
Trp84 1 @D Leu348
Arge7 @D, @D Nle344
Glus7 @ D Asn347

Arg8 @D - @D 11e343
Trp71 @D Lys35
Asp7: @D - @D Arg32

Arg91

Legenda das ligagdes:

=l Pontes de sal

mm Ligagbes de Hidrogénio
== Contatos ndo vinculados

Legenda dos residuos de aminodcidos:

- Positivo para H, Ke R
- NegativoparaDeE
@S, T.N, Q=neutro
@A V. L1, M = alifitica
F, Y, W = aromatica
O P, G = Pro&Gly
O C = Cisteina

Legenda: H, Histidina; K, Lisina; R, Arginina; D, Acido Aspartico; E, Acido Glutamico; S, Serina; T,

Treonina; N, Asparagina; Q, Glutamina; A, Alanina; V, Valina; L, Leucina; |, Isoleucina; M, Metionina;

F, Fenilalanina; Y, tirosina; W, Triptofano; P, Prolina; G, Glicina. Fonte: autora com PDBsum.

Tabela 17 — Interagbes entre aminoacidos da cadeia A da estrutura e P(A) e principais propriedades

fisico-quimicas

Aminoacidos | Propriedade | Aminoacidos | Propriedade Tipo de
da cadeia A fisico-quimica | da cadeia fisico-quimica |ligacao
da estrutura P(A) quimica da
4XZP da estrutura interacao
6VMS
Lys44 Carga elétrica | Asp350 Carga elétrica Ponte de sal
positiva negativa e Ligagao
de
Hidrogénio
Arg45 Carga elétrica | Asp350 Carga elétrica Ponte de sal
positiva negativa e Ligagao
de
Hidrogénio
Asn49 Aminoacidos Cys351 Aminoacido Ligacao de
polares, mas polar Hidrogénio
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nao
carregados
Arg91 Pro&Gly Ala31 Cadeia alifatica | Ligagéo de
Hidrogénio
Arg91 Pro&Gly Glu28 Carga elétrica Ligacéo de
negativa Hidrogénio
Ser92 Aminoacidos Glu28 Carga elétrica Ligagcao de
polares, mas negativa Hidrogénio
nao
carregados
Ser92 Aminoacidos Arg24 Carga elétrica Ligagao de
polares, mas positiva Hidrogénio
nao
carregados

Fonte: autora com PDBsum.

Ja em relacao a interagao predita entre a cadeia da estrutura 4XZP e
cadeia B da estrutura 6VMS, pode ocorrer através de 4 pontes de sal e 7
ligacbes de Hidrogénio (Figura 17). A analise estatistica da interface da

interagao entre as cadeias A e B pode ser vista na Tabela 18.

Figura 22 — Diagrama esquematico visual de interagdes entre a estrutura 4XZP e a cadeia B da
estrutura 6VMS

Cadeia B
da 6VMS

B Pontes de sal

mm LigagBes de hidrogénio

== Contatos ndo vinculados

Interface proteina-proteina da cadeia A da estrutura 4XZP e da cadeia B da estrutura 6VMS. E
possivel observar que 6 residuos na cadeia A interagem com 7 residuos da cadeia D. A interagado
entre a cadeia A e a cadeia B se da a partir de 4 pontes de sal e 8 ligagées de hidrogénio. Ha 91
contatos nao vinculados. A area de cada circulo é proporcional a superficie da area que corresponde
a cadeia proteica. Fonte: autora com PDBsum.
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Na Tabela 18 e Figura 23 estdo descritas as interacbes entre residuos de

aminoacidos da cadeia A da estrutura 4XZP e da cadeia B da estrutura 6VMS.

Tabela 18 — Analise estatistica da predi¢cao das cadeias Ae B

Estrutura | Cadeia N° de Areada |N°de |[N°de N° de N° de contatos
proteica |residuos |interface | pontes | pontes pontes de [ nao-vinculados
na (A?) de sal | dissulfeto | hidrogénio
interface
4XZP A 6 331 4 - 7 47
6VMS B 7 324

Legenda: -, auséncia de ligagao.

Fonte: autora com PDBsum.

Figura 23 — Esquema visual das interagdes entre os residuos aminoacidos das cadeias A e B

Cadeia B
da 6VMS

Legenda das ligagdes:

= Pontes de sal

== Ligagdes de Hidrogénio
== Contatos ndo vinculados

Legenda dos residuos de aminoacidos:

-Positivo paraH,KeR
- Negativo paraDe E
@S TN, Q=neutro
‘A, vV, L, |, M = alifatica
F, Y, W = aromética
DR, G = Pro&Gly
Q C = Cisteina

Legenda: H, Histidina; K, Lisina; R, Arginina; D, Acido Aspartico; E, Acido Glutamico; S, Serina; T,

Treonina; N, Asparagina; Q, Glutamina; A, Alanina; V, Valina; L, Leucina; |, Isoleucina; M, Metionina;

F, Fenilalanina; Y, tirosina; W, Triptofano; P, Prolina; G, Glicina. Fonte: autora com PDBsum.

Os resultados do modelo de predigdo de interagédo, sugerem afinidade da

Gal-4 pelos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e receptores dopaminérgicos

D2. Isso foi demonstrado a partir da predigdo de interagdo de energia de afinidade

mais favoravel em meio balanceado entre as proteinas 4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS, e

alta confiabilidade estereoquimica do modelo quanto a geometria da estrutura geral

e local. No meio balanceado, a interagcdo das estruturas 4XZP-4TLL apresentou

energia de ligacdo mais favoravel quando em comparagdo a interagdo das
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estruturas 4XZP-6VMS. Ja no meio hidrofébico, a interagdo das estruturas
4XZP-6VMS apresentou energia de ligagdo mais favoravel quando em comparagéao
a interagao das estruturas 4XZP-4TLL.

Quanto a caracterizagéo fisico-quimica das liga¢des, a interacdo de energia
mais favoravel da estrutura da cadeia A da estrutura 4XZP da Gal-4 pela cadeia D
da estrutura 4TLL do receptor glutamatérgico do tipo NMDA, se da a partir pontes de
hidrogénio e de sal. Ja a cadeia A da estrutura 4XZP interage com as cadeias Ae B

da estrutura 6VMS de receptor dopaminérgico D2.

5.2 Influéncia de Gal-4 em vias de sinalizagao relacionadas a homeostase,

plasticidade sinaptica e neuromodulagao

Para investigar a influéncia da Gal-4 endogena na homeostasia, plasticidade
sinaptica e neuromodulacio, realizou-se uma analise por imunocitoquimica em que
a cultura de neuroblastoma humana foi submetida de forma independente as
condicbes de excitacdo e inibicdo da atividade neuronal, e antagonismo de
receptores glutamatérgicos e dopaminérgicos. Na Figura 24, é demonstrado a
quantificacdo da expressdo enddégena de Gal-4 em culturas de neuroblastoma
humano submetidas a diferentes condi¢gbes farmacoldgicas: a) inibi¢ao sinaptica por
Muscimol (10 uM); b) estimulacao sinaptica por Picrotoxina (100 uM); c) bloqueio de
receptores NMDA por APV (30 uM); d) antagonismo de receptores dopaminérgicos
D2 por Eticloprida (1puM). A imunorreatividade celular (Média) foi avaliada por
imunocitoquimica através de marcacao da Gal-4 pelo anticorpo anti-Galectina-4.

Foi visto um aumento significativo na expressdo endégena da Gal-4 durante
o bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA com APV (10 pM) (Média =
123.451; Z= 7.047; Z= 5.210; Z= 4.215; p < 0,0001), e com o bloqueio de vias
dopaminérgicas através do receptor D2 com Eticloprida (Média = 122.302; Z= 8.130;
p < 0,0001; Z= 6.191; p < 0,0001; Z= 7.246; p < 0,0001) em comparagao aos grupos
Controle (Média = 99.954), Muscimol (Média = 105.29) e Picrotoxina (Média =
107.086), respectivamente.

Além disso, € possivel visualizar que a Gal-4 € expressa no nucleo nas
condicbes de excitagdo, inibicdo e regulagdo de vias dopaminérgicas e

glutamatérgicas, em neurdnios de linhagem SH-SY5Y.
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Esses achados sugerem que a expressao endogena de Gal-4 € influenciada

por vias glutamatérgicas e dopaminérgicas.

Figura 24 — Expressao endégena de Gal-4 em culturas de neuroblastoma humano submetidas

a diferentes tratamentos farmacolégicos
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As células foram tratadas com Muscimol (10 uM), Picrotoxina (100 uM), APV (30 uM) ou Eticloprida
(1 uM), e a imunorreatividade de Gal-4 foi avaliada por imunocitoquimica utilizando anticorpo
anti-Gal-4. (A) mostram imagens representativas analisadas por microscépios de fluorescéncia de
neurbnios SH-SY5Y submetidos a técnica imunocitoquimica com anticorpos anti-Galectina-4 e
anti-B-Actina. ROIs nucleares neuronais foram identificados por DAPI. (B) Os niveis de IR de Gal-4
foram quantificados como projegéo de intensidade média de duas a trés segbes Opticas usando o
software ImageJ. A barra de escala é de 300 ym. Os resultados s&o expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) de dois experimentos independentes. Foi realizado o teste ANOVA de uma
via seguido de analise de comparag¢des multiplas do teste de Kruskal-Wallis, sendo ****p < 0.001.
Grupo CT, refere-se ao grupo controle em que ndo houve tratamento com drogas farmacolégicas.
Grupo MUS, refere-se ao grupo em que foi administrado o Muscimol; Grupo PTX refere-se ao grupo
em que foi administrado a Picrotoxina; Grupo APV, refere-se ao grupo em que foi administrado APV,

Grupo ETI, refere-se ao grupo em que foi administrado Eticloprida.

5.3 Niveis endoégenos de Gal-4 influenciam a expressao do fator de transcrigao

PCREB em cultura de neuroblastoma humano

ApoOs a confirmagao de que a expressédo enddgena de Gal-4 é modulada por
atividade neuronal, avaliamos se a Gal-4 influencia a expressao do fator de
transcricdo fosfo-CREB (pCREB), marcador central de processos de plasticidade
sinaptica, memoéria e aprendizado. Para isso, culturas de neuroblastoma humano
foram incubadas com anticorpo anti-Gal-4 para bloqueio da proteina enddgena,
seguidas da detec¢do de pCREB por imunocitoquimica.

A Figura 25 mostra que o tratamento com Picrotoxina (100 uM) promoveu um
aumento significativo nos niveis de pCREB com IR de 121.52, em relagcéo ao grupo
controle (Média = 99.973; Z= 6.524; p < 0,01) e ao grupo Muscimol (Média = 98.526;
Z= 0.8363; p < 0,05), corroborando o papel da excitagdo neuronal apds ativagéo
desse fator de transcricao.

O bloqueio de Gal-4 alterou significativamente o perfil de expressdo de
pCREB. Isso foi visto a partir da menor expressao endégena de pCREB noS grupos
estimulado com Picrotoxina (Média = 103.92), bloqueado com Muscimol (Média =
97.81) e Controle (Média = 100.01), todos com bloqueio de Gal-4 endbgena, em
comparagao ao grupo estimulado com Picrotoxina e sem bloqueio da Gal-4 (Média =
121.52; Z = 5.455; Z = 6.775; Z = 5.679; p < 0,0001). Isso indica que a presencga

funcional de Gal-4 potencializa a ativagao de pCREB em condi¢cbes de excitacao.
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Esses dados sugerem que Gal-4 exerce um papel modulador positivo na
regulagéo da via pCREB.

Figura 25 — A expressdo de pCREB é influenciada por alteragdes nos niveis endégenos de
Gal-4 em cultura de neuroblastoma humano
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(A) Sao mostradas imagens de microscopia fluorescente representativas de neurbnios SH-SY5Y
submetidos a imunocitoquimica quantitativa com anticorpos anti-pCREB e anti-B-Actina. ROls

nucleares neuronais foram identificados por DAPI combinado com coloragdes de B-Actina. (B) Sao
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demonstrados os niveis de IR de pCREB foram quantificados como proje¢ao de intensidade média de
duas a trés segdes Opticas usando o software Imaged. A barra de escala é de 300 um. Os resultados
sdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos independentes. Foi
realizado o teste ANOVA de uma via e seguido de andlise de comparagdes multiplas do teste de
Kruskal-Wallis, sendo ****p < 0.001. Grupo CT, refere-se ao grupos controle em que nao foi realizado
tratamento com droga farmacolégica; Grupo MUS, refere-se ao grupo em que foi administrado o
Muscimol; Grupo PTX, refere-se ao grupo em que foi administrada a Picrotoxina; Grupo Controle +
AG4, refere-se ao grupo em que houve bloqueio enddégeno da Gal-4 apés administragdo do anticorpo
Anti-Gal-4; Grupo MUS + AG4, refere-se ao grupo em que foi administrado o Muscimol e o anticorpo
Anti-Gal-4; Grupo PTX, refere-se ao grupo em que foi administrado a Picrotoxina e o anticorpo
Anti-Gal-4.

5.4 O bloqueio da Gal-4 endégeno nao altera a expressao de genes como
CREB, ARC, CFOS, receptores glutamatérgicos GLUN2B e receptor

dopaminérgico D2

Considerando que a Gal-4 parece responder a modulacéo da atividade sinaptica,
investigamos se sua presenga também influencia a expresséo génica de marcadores
classicos da plasticidade sinaptica. A expressdo dos genes pCREB, GLUN2B
(subunidade NR2B do receptor NMDA), ARC, c-Fos e receptor D2 de dopamina foi
avaliada. No entanto, a analise estatistica (ANOVA de uma via) ndo revelou
diferencgas significativas entre os grupos experimentais, sugerindo que o bloqueio da
Gal-4 nado impactou diretamente a transcricao desses genes, independentemente da

condicdo sinaptica induzida.
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Figura 26 — Expressdo relativa do CREB, ARC, CFOS, subunidade GIuN2B de receptor
glutamatérgico do tipo NMDA e receptor dopaminérgico D2
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A quantificacdo relativa (RQ) dos dados da qPCR foi calculada utiizando o método
2-AACt2M{-\Delta\Delta Ct}2-AACt. A expressao dos genes CREB, Arc, c-Fos, GIuN2B e receptor
dopaminérgico D2, foi quantificada por qPCR e normalizada em relagdo ao gene de referéncia
B-Actina. Comparagao da expressao de niveis enddgenos de CREB, Arc, c-Fos, subunidade GIuN2B
do receptor glutamatérgico do tipo NMDA e receptor dopaminérgico D2, em neurbnios com e sem
bloqueio endégeno da Galectina-4. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(SEM) de dois experimentos independentes, sendo p < 0,05. Foi realizado o teste ANOVA de uma via
e teste Brown-Forsythe. Grupo Controle refere-se ao grupo em que ndo houve bloqueio endégeno da

Galectina-4. Grupo Anti-Gal-4, refere-se ao grupo em que houve bloqueio endégeno da Galectina-4.

5.5 O bloqueio endégeno da Gal-4 intra-hipocampal nao altera a resposta de
medo dos animais, ndao causa fenétipos comportamentais associados a

sintomas de ansiedade e nao altera a fungao locomotora

Para analisar o efeito de Gal-4 na consolidagdo de memdrias aversivas
dependente de hipocampo, os animais receberam a infusdo de anticorpo anti-Gal-4
diretamente no hipocampo, imediatamente apds o treinamento na tarefa de medo
condicionado contextual. Vinte e quatro horas depois, os animais foram submetidos
ao teste de retencdo, no qual o tempo de imobilidade (freezing) foi registrado como
medida da consolidagcdo da memoaria aversiva.

Como mostrado na Figura 27A, o bloqueio intra-hipocampal da Gal-4 nao

alterou significativamente a resposta de imobilidade dos animais, indicando que,
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nesta tarefa especifica e nesta regido cerebral, a Gal-4 ndo parece ser essencial
para a consolidacdo da memoria de medo.

Em seguida, avaliamos se o bloqueio da Gal-4 no hipocampo induziria
alteragcdes nos comportamentos locomotor (Figura 27C) e exploratorio (Figura 27B),
por meio do teste do campo aberto. Os dados mostram que tanto a frequéncia de
levantamento (Figura 27A) quanto a atividade locomotora avaliada pelos
cruzamentos entre quadrantes (Figura 27B) nao foram afetadas pela inibicdo da
galectina.

A Figura 28 apresenta os resultados do teste do labirinto em cruz elevada,
amplamente utilizado para a avaliacdo de comportamentos relacionados a
ansiedade. O bloqueio da Gal-4 no hipocampo nao alterou o tempo de permanéncia
nos bragos abertos (Figura 28A) ou fechados (Figura 28C), tampouco o numero de
entradas nesses bragos (Figuras 28B e 28D, respectivamente).

Os resultados sugerem que Gal-4 intra-hipocampal parece nao afetar a

consolidagdo de memoria aversiva e o comportamento de animais.

Figura 27 — Teste de Medo Condicionado Contextual e Teste de Campo Aberto
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Efeito comportamental do bloqueio enddégeno da Galectina-4 imediatamente apos o treino de Teste de
Medo Condicionado Contextual. Cada animal recebeu infusdes bilaterais de 0,5 pl de PBS para o
Grupo Controle e 0,5ug/puL de anticorpo anti-Galectina-4 para o Grupo Anti-Gal-4, imediatamente
apos o primeiro dia de treinamento do medo. (A) Tempo de imobilidade (em segundos) no TMCC,
comparando os grupos controle e tratado com anti-Gal-4. (B) Frequéncia de comportamentos de
levantamento (rearing) registrados no TCA. (C) Frequéncia de cruzamentos entre quadrantes no TCA,
indicando atividade locomotora geral. Os resultados sao expressos como média + erro padrdo da
média (SEM) de trés experimentos independentes. Foi aplicado teste de Mann-Whitney, * p < 0.05. O

grupo Controle teve um n=10 e o Grupo Anti-Gal-4 teve um n=10.
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Figura 28 — Teste do Labirinto em Cruz Elevado
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Efeito comportamental do bloqueio endégeno da Galectina-4 através do Teste de Labirinto em Cruz
Elevado, realizado imediatamente apds o treino de Teste de Medo Condicionado Contextal e Teste de
Campo Aberto. (A) Tempo nos bragos abertos (em segundos) no TLCE, comparando os grupos
controle e tratado com anti-Gal-4. (B) Quantidade de entradas nos bragos abertos registrados no
TLCE. (C) Tempo nos bragos abertos (em segundos) no TLCE, comparando os grupos controle e
tratado com anti-Gal-4. (D) Quantidade de entradas nos bragos fechados registrados no TCLE. Os
resultados s&o expressos como média = erro padrdo da média (SEM) de trés experimentos
independentes. Foi aplicado teste de Mann-Whitney, * p < 0.05. O grupo Controle teve um n=10 e o

Grupo Anti-Gal-4 teve um n=10.
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho sugerem, pela primeira vez na literatura, que a
Gal-4 pode modular vias de sinalizagdo fundamentais na plasticidade sinaptica,
memoria e aprendizado.

Os resultados in silico sugerem interagdo estavel entre a cadeia A da
estrutura 4XZP da Gal-4, a cadeia D da estrutura 4TLL do RNMDA, e as cadeias A e
B da estrutura 6VMS do RDD. Nessas interagdes, ha predominéncia de ligagdes de
hidrogénio e pontes de sal no sitio de ligagdo. A analise estereoquimica do docking
molecular pelo PDBsum, das estruturas 4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS, apresentou
conformacgdes entre os angulos ¢ e Yy moderadamente abaixo do valor de referéncia
(4XZP-4TLL: 89.1% e 4XZP-6VMS: 87.9%, VR: > 90%). No entanto, € comum
encontrar em estudos in silico com estruturas modeladas, valores levemente abaixo
de 90% que que representam um alta similaridade com a estrutura nativa (Anand,
Mukherjee e Padmanabhan, 2024).

Além disso, a analise do fator G refletiu auséncia de significativas distor¢coes
na geometria das estruturas analisadas em ambos modelos de interagdo
(4XZP-4TLL: -0.19 e 4XZP-6VMS: -0.06, VR: VR: S < -0.5, incomum; S < -1.0,
extremamente incomum), o que reforca a qualidade e confiabilidade do modelo
estrutural utilizado na analise da predicdo de interagdo molecular. A predominancia
de ligagbes de hidrogénio nas interagdes 4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS, indica aumento
da estabilidade de interagdes entre os CRDs (Rustiguel et al., 2016).

Estudos mostram que as galectinas podem interagir com uma variedade de
receptores de superficie celular, e a Gal-4 pode mediar a transcitose apical de
alguns como o receptor de transferrina em células epiteliais (Bay et al., 2014;
Troncoso et al., 2023). Esses dados contribuem para sustentar a hip6tese de
predicdo de interagcédo entre Gal-4 e receptores glutamatérgicos e dopaminérgicos.

Quanto aos métodos in silico utilizados, embora o uso das ferramentas
ClusPro e PDBsum permitiram, respectivamente, a predigdo da energia de afinidade
de ligagdo mais favoravel da interagdo das estruturas 4XZP-4TLL e 4XZP-6VMS e a
validagao do modelo utilizado, ha limitagdes inerentes a natureza preditiva e estatica
dessas abordagens computacionais. A auséncia de modelagem flexivel e validagao

cruzada com outros algoritmos computacionais e analises dindmicas, ressalta a
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necessidade de estudos complementares e comparativos para validar os resultados
observados (Desta et al., 2020).

Além disso, o ClusPro apresenta valores de predicdo de energia baseados no
tamanho do cluster e ndo da energia, uma vez que o algoritmo PIPER nao esta
diretamente relacionado a afinidade de ligacdo (Kozakov et al., 2017). No entanto,
regides de baixa energia tendem a gerar grandes clusters de estruturas ancoradas,
e o tamanho de um cluster € aproximadamente proporcional a sua probabilidade, ou
seja, ao seu nivel de proximidade a estrutura nativa (Kozakov et al., 2017). Portanto,
ainda assim o cenario energético descrito pelo ClusPro determina indiretamente a
conformagao mais provavel do complexo (Kozakov et al., 2017).

A indugédo de atividade sinaptica por picrotoxina € um modelo classico em
neurociéncia experimental para promover desinibicdo neuronal via bloqueio dos
receptores GABA, (Otmakhov et al., 2004). Esse paradigma permite avaliar como a
intensificagdo da excitabilidade neuronal afeta a expressao de moléculas envolvidas
na plasticidade sinaptica e na regulagdo homeostatica dos circuitos neurais
(Chipman et al., 2022). Em contrapartida, o uso de agonistas GABAérgicos, como o
muscimol, reduz a atividade de disparo neuronal, funcionando como modelo oposto
de supresséao da excitabilidade (Marty et al., 1996).

A partir dos protocolos aplicados para estimulagdo e inibicdo da atividade
sinaptica, nossos resultados indicaram que a expressdao endogena da Gal-4,
avaliada por ICC, nao foi alterada sob essas condigdes. No entanto, observou-se um
aumento significativo na expressao de Gal-4 apds o bloqueio farmacoldgico das vias
glutamatérgica e dopaminérgica, mediadas pelos receptores NMDA e
dopaminérgicos D2, respectivamente. Esses achados sugerem que a Gal-4 pode
atuar como um elemento compensatério ou adaptativo frente a redugdo da
excitabilidade sinaptica, participando de mecanismos moleculares envolvidos na
modulagao da plasticidade sinaptica, nos processos de memoria e aprendizado, bem
como no processamento de informacdes emocionais. Tais vias, quando inibidas,
podem desencadear respostas adaptativas de reorganizagéo proteica, das quais a
Gal-4 parece fazer parte (Parsons, Stoffler e Danysz, 2007; Lijffijt et al., 2019).

O antagonismo de receptores NMDA tem sido associado a redugao da
hiperativagdo neurotdoxica do glutamato, promovendo a restauracdo da homeostase
glutamatérgica. Logo, a hiperativagdo crénica, leve e continua destes receptores

pode comprometer a plasticidade sinaptica e causar danos neurais (Parsons, Stoffler
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e Danysz, 2007; McCormick et al., 2013; Lijffijt et al., 2019). O antagonismo de
receptores NMDA exerce efeitos neuroprotetores e contribui para a reversdo de
déficits de memoria e aprendizado, especialmente no contexto da Doenca de
Alzheimer (Parsons, Stoffler e Danysz, 2007). Além disso, evidéncias indicam que o
bloqueio de receptores dopaminérgicos do tipo D2 pode proteger contra a
neurotoxicidade induzida pela agregacao da proteina Tau (McCormick et al., 2013).
Esses achados sustentam a hipotese de que a Gal-4 pode exercer um papel
neuroprotetor modulando, direta ou indiretamente, as vias glutamatérgica e
dopaminérgica. Isso pode ser futuramente avaliado em modelos de estudo de
neurotoxicidade com C. elegans e cultura neuronal primaria.

No presente estudo, foi observada expressao nuclear de Gal-4 na linhagem
celular SH-SY5Y, achado que contrasta com a localizagédo mais citoplasmatica da
galectina em linhagens de cancer pancreatico (Belo et al., 2013). A presenca de uma
proteina no nucleo pode indicar interagdo com fatores de transcri¢cao, participando
de processos como ativagado ou repressdo génica, modulagcdo epigenética, ou
regulacéo pés-transcricional. A glicoproteina pode ser localizada no nucleo como
forma de regulagdo dinamica, sendo ativada ou translocada em resposta a estimulos
especificos (SZAFLARSKI et al., 2013; Henao et al., 2022).

O bloqueio da Gal-4 enddgena resultou em uma redugao dos niveis de CREB
fosforilado (pCREB - forma ativa), especialmente nas condi¢des em que a ativacao
desse fator de transcrigdo havia sido previamente induzida por desinibicdo neuronal
com picrotoxina (Figura 25). Esse achado sugere que, embora a Gal-4 n&o responda
de forma classica a atividade sinaptica, ela pode atuar em mecanismos celulares
que modulam a transducao de sinais subsequentes a ativacao sinaptica. Este efeito
pode indicar um papel permissivo ou facilitador de Gal-4 na cascata intracelular que
leva a ativacdo do pCREB — molécula-chave na regulacéo da plasticidade sinaptica,
consolidagdo da memodria e reorganizagao de circuitos neurais (Barco & Marie, 2011;
Benito & Barco, 2010). A fosforilagdo de CREB em Ser133 depende da ativagao de
quinases como PKA, CaMKIV e MAPK/ERK, as quais sao estimuladas por influxo de
célcio e pela sinalizagdo de segundos mensageiros gerados apos a despolarizagéo
neuronal (Shaywitz & Greenberg, 1999). Essa ativagao ocorre frequentemente sob
influéncia de neuromoduladores como glutamato e dopamina, via receptores NMDA
e D2, respectivamente (Schurov et al., 1999; Kashihara et al., 1999). A diminuicédo

de pCREB observada nas culturas de neuroblastoma humano com bloqueio da
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Gal-4 sugere que esta glicoproteina possa estar envolvida na manutencdo da
estabilidade da sinalizagdo a montante de CREB — potencialmente influenciando a
organizacao de receptores e canais ibnicos, a atividade de enzimas reguladoras, a
integridade de microdominios lipidicos ou a liberagdo de mediadores tréficos (Bailey,
Barreca & O’Hare, 2007; Lonze & Ginty, 2002; Liu et al., 2018; Finkbeiner et al.,
1997). Este dado esta de acordo com a expressao nuclear da galectina na cultura de
neuroblastoma. Além disso, a galectina deve ser translocada para o nucleo para
regulagcédo de fatores de transcricdo, o qual pode ser facilitada pela ligagdo de Gal-4
a receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos, como sugerido pelos dados in silico.

Novos experimentos sdo necessarios para aprofundar a compreensao da
sinalizagao intracelular associada a Gal-4, especialmente em relagdo a sua
localizag&o nuclear e possivel papel regulador. Uma abordagem promissora consiste
em comparar os niveis de CREB total e fosforilado (pCREB) a fim de investigar se
ha uma correlacdo entre a atividade da Gal-4 e a modulagao funcional de CREB.
Além disso, sera fundamental avaliar se essa lectina esta envolvida em vias
sinalizadoras a montante, como a CaMKIl-a e a MAPK/ERK, as quais estao
diretamente associadas a fosforilagdo de CREB e a indu¢do de mecanismos de
plasticidade sinaptica.

Apesar da redugdo da expressao de pCREB apds bloqueio proteico
endégeno de Gal-4 no ICC, o bloqueio da Gal-4 endégena nao induziu alteragdes
nos niveis de mMRNA de genes classicos associados a plasticidade sinaptica, como
CREB e Arc, tampouco modulou a expressao de receptores dopaminérgicos D2 e da
subunidade GIuN2B de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Esse achado
sugere que a Gal-4 nado atua como reguladora transcricional direta, mas pode
influenciar mecanismos pds-transcricionais, como a estabilidade proteica, o trafego
intracelular ou a fosforilagdo de proteinas ja expressas (Lee et al., 2023; Bailey,
Barreca e O’Hare, 2007; Jacob e Gorek, 2024; Yoshii et al. 2002).

O fato de que o bloqueio de receptores D2 e NMDA tenha levado ao aumento
da expressao proteica de Gal-4, mas que o bloqueio de Gal-4 ndo tenha alterado a
expressao génica dos proprios receptores, refor¢ca a ideia de que Gal-4 é um alvo
downstream de vias glutamatérgicas e dopaminérgicas, participando de respostas
adaptativas a alteragdes sinapticas, mas nao regulando diretamente a expressao

desses receptores.
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E importante destacar que a analise da express&o génica avaliou os niveis de
CREB total por gqPCR, enquanto os niveis proteicos foram investigados a partir da
forma ativada do fator de transcricdo pCREB. Essa distingdo € relevante, pois o
CREB exerce sua funcio transcricional apenas quando fosforilado, principalmente
na serina 133. Portanto, os niveis de mMRNA de pCREB nao refletem
necessariamente sua atividade funcional, e altera¢gdes nos niveis de pCREB podem
ocorrer independentemente da transcrigdo do gene CREB (Gosselin, 2025). Dessa
forma, o bloqueio da Gal-4 enddégena né&o alterou a expressédo do gene CREB, mas
reduziu os niveis de sua forma proteica ativa, 0 que, mais uma vez sugere, que
Gal-4 pode estar envolvida na modulacdo de vias de sinalizagdo que levam a
fosforilagdo do CREB (Kandel, 2012). Esses resultados reforgam a hipotese de que
a Gal-4 atua em nivel pés-transcricional ou sinalizador, e ndo diretamente como
reguladora da transcricdo génica.

Esse padrao de dissociacdo entre efeitos moleculares pds-transcricionais e
estabilidade da expressao génica também tem sido descrito para outras galectinas,
como a Galectina-3, em modelos de neuroinflamagéao e plasticidade sinaptica (Chen
et al.,, 2022; Mijailovic et al., 2023). A Galectina-3 também apresenta efeito
anti-apoptético via translocagcdo nuclear (Takenaka et al., 2004; Jacob e Gorek,
2024).

A auséncia de efeito comportamental observado sugere que a Gal-4 pode nao
desempenhar um papel critico na consolidacdo da memadria hipocampal associada
ao medo contextual. No entanto, esse achado n&o exclui sua participagdo em outros
aspectos da plasticidade sinaptica e da memadria em diferentes regides do sistema
nervoso central.

A plasticidade sinaptica € um fenédmeno altamente regional. Por exemplo,
processos como habituagdo, aprendizagem associativa, motivagdo e regulagéo
emocional envolvem circuitos extra-hipocampais, como o coértex pré-frontal, a
amigdala e o estriado (Fonzo, 2018; Seidemann et al., 2021). Assim, € possivel que
a Gal-4 atue modulando a plasticidade e a memoria em estruturas cerebrais
distintas, ou sob paradigmas comportamentais diferentes, como aprendizado por
reforco, memadria emocional nado contextual, ou tarefas que envolvem tomada de

decisao e cognig¢ao social.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir, de forma inédita na literatura,
que a Gal-4 endogena apresenta um potencial papel neuromodulador na
plasticidade sinaptica, mediado por mecanismos pés-transcricionais envolvendo as
vias NMDA/pCREB e D2/pCREB. Além disso, seus efeitos parecem nao estar
relacionados a um papel de sensor direto da atividade neuronal — via excitagao ou
inibicdo sinaptica —, mas sim ao controle modulatério de pCREB associado a
sinalizacdo glutamatérgica e dopaminérgica, responsaveis por modular a
plasticidade sinaptica, a memdria e o aprendizado.

Abaixo segue as respostas de cada objetivo especifico do presente trabalho:

e Identificou-se predicdo de afinidade de ligacdo de Gal-4 com receptores
dopaminérgicos e glutamatérgicos in silico;

e A partir de andlise pela técnica de imunocitoquimica, identificou-se que a
expressdao génica e proteica endoégena de Gal-4 nao € influenciada por
estimulacdo ou inibigdo sinaptica, em cultura de neuroblastoma humano;

e A partir de andlise pela técnica de imunocitoquimica, observou-se que o
antagonismo de vias dopaminérgicas e glutamatérgicas afeta a expressao de
Gal-4 endogena em cultura de neuroblastoma humano;

e A partir de analise pela técnica de imunocitoquimica, observou-se que o pCREB,
principal fator de transcricao relacionado a plasticidade sinaptica e aprendizado, é
afetado pelo bloqueio endégeno de Gal-4;

e A andlise por gPCR observou-se que o bloqueio endégeno de Gal-4 nao afetou a
expressao de genes importantes para o processo de plasticidade sinaptica e
aprendizado em cultura de neuroblastoma;

e A analise comportamental a partir do bloqueio de Gal-4 no hipocampo de roedores

nao alterou a consolidacido da memoaria e sintomas de ansiedade pelo teste de medo

condicionado contextual.



95

8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir desses achados, emergem questdes-chave que podem orientar
futuras investigacdes sobre o papel funcional da Gal-4 no cérebro:

a) A neuromodulagao exercida pela Gal-4 enddgena ocorre por meio de vias
compensatérias adaptativas ou reflete processos desregulados com potencial
neurotdxico e neuroinflamagao?

b) Sua atuagcdo na via pCREB envolve cascatas relacionadas as vias
CamKlIl-alfa-MAPK/ERK?

c) A expressao funcional da Gal-4 pode contribuir para a manutencao da
sinalizacao sinaptica mediada por pCREB em contextos de disturbios cognitivos e
emocionais, por meio de mecanismos como o trafego e a organizacéo de receptores
que induzem sua translocacao para o nucleo e medeiam fosforilacdo de CREB?

d) Os efeitos modulatérios de Gal-4 ocorrem via direto bloqueio a receptores

glutamatérgicos e dopaminérgicos?

A elucidacdo dessas questdes podera contribuir para a caracterizagdo da
Gal-4 como um possivel novo alvo molecular e terapéutico para disturbios cognitivos

e/ou emocionais.
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Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

-273.9
-291.7
-281.2
-295.7
-272.1
-321.6
-290.5
-290.5
-283.9
-290.4
-269.2
-299.1
-278.8
-291.2
-282.9
-285.6
-287.8
-287.8
-287.1
-287.1
-284.5
-295.8
-286.7
-286.7
-279.5
-279.5
-268.7
-292.5
-266.8
-282.8



29
29

7 Center
7 Lowest Energy

-272.8
-285.9
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Cluster
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Members

158
158
105
105
74
74
72
72
62
62
43
43
39
39
28
28
26
26
21
21
20
20
18
18
16
16
15
15

Representative
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

Weighted Score
-659.2
-818.3
-646.4
-873.9
-712.4
-712.4
-596.0
-880.7
-621.1
-749.3
-649.6
-779.1
-607.0
-775.7
-662.6
-664.6
-599.1
-674.7
-695.9
-695.9
-602.4
-678.9
-603.2
-662.1
-632.9
-759.0
-655.6
-702.7



14
14
15
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20
21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26

14
14
14
14
14
14
14
14
13
13
12
12
12
12
12
12
11
11
10
10

A~ b 00 00 ©

Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

-600.9
-746.6
-602.8
-664.6
-604.1
-711.8
-688.7
-711.5
-664.9
-664.9
-666.0
-666.0
-648.9
-648.9
-641.4
-688.7
-631.5
-631.5
-614.3
-658.3
-613.2
-632.6
-595.5
-648.0
-597.6
-624.6
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Cluster
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Members

213
213
196
196
109
109
95
95
70
70
70
70
65
65
41
41
38
38
36
36
33
33
11
11
3

3

Representative
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

Weighted Score
-794.8
-1132.2
-792.2
-1056.6
-802.3
-845.5
-790.1
-1080.6
-781.4
-938.8
-812.9
-835.8
-752.0
-903.4
-788.7
-923.2
-756.4
-1012.9
-748.6
-892.5
-748.0
-859.9
-759.8
-821.6
-762.4
-762.4
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Cluster
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Members

93
93
74
74
70
70
66
66
57
57
56
56
55
55
40
40
37
37
34
34
26
26
26
26
23
23
21
21

Representative
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

Weighted Score
-752.8
-779.9
-823.1
-875.9
-704.2
-875.9
-690.2
-849.7
-679.8
-946.7
-681.7
-801.9
-737.7
-802.4
-782.8
-782.8
-751.8
-807.9
-790.1
-790.1
-708.5
-733.6
-690.1
-841.3
-708.4
-808.5
-762.4
-809.7



14
14
15
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20
21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28

17
17
16
16
16
16
14
14
14
14
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
11
11
11
11
10
10

Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

-687.2
-772.4
-876.4
-876.4
-769.1
-769.1
-779.9
-779.9
-720.8
-741.4
-750.0
-806.4
-808.6
-808.6
-808.2
-808.2
-742.1
-742.1
-702.2
-725.1
-690.6
-753.1
-707.0
-762.7
-708.4
-803.1
-735.2
-735.2
-696.0
-750.3



29
29

8 Center
8 Lowest Energy

-723.0
-729.5
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Cluster
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Members

117
117
82
82
66
66
63
63
46
46
45
45
44
44
36
36
33
33
32
32
31
31
30
30
27
27
24
24

Representative
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

Weighted Score
-208.0
-256.5
-206.8
-256.0
-227.0
-244.8
-251.0
-251.0
-205.4
-270.1
-232.9
-247.9
-205.6
-239.0
-208.3
-238.5
-204.0
-239.4
-208.9
-226.8
-209.6
-248.0
-213.8
-241.9
-213.8
-228.8
-204.1
-242.2



14
14
15
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20
21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28

21
21
19
19
18
18
17
17
16
16
16
16
13
13
12
12
11
11
11
11
11
11
10
10
10
10

© o O

Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy
Center
Lowest Energy

-204.5
-235.7
-228.8
-228.8
-227.5
-227.5
-226.4
-226.4
-240.5
-240.5
-209.0
-239.5
-221.8
-234.0
-235.7
-235.7
-223.8
-236.2
-212.5
-222.1
-226.2
-226.2
-220.8
-240.9
-229.9
-229.9
-205.4
-212.5
-213.0
-238.2



29
29

8 Center
8 Lowest Energy

-207.5
-227.1
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A analise do poder estatistico foi feita através do software G*Power (versao
3.1.9.7), com adaptagdes baseadas em estudos anteriores (KANG et al., 2021;
DRIGO, 2021; HAIR et al., 2016).

Em relacdo aos dados submetidos a ANOVA de uma via com o experimento
de ICC com alvo molecular Gal-4, inicialmente os valores obtidos foram submetidos

a Estatistica Descritiva no Graphpad Prism (Tabela 19).

Tabela 19 — Estatistica Descritiva fornecida pelo Graphpad Prism do experimento de

ICC com alvo molecular Gal-4

Grupo n SD (s) X
Controle 110 15,94 99,95
MUS 86 21,56 105,3
PTX 97 44,85 107,1
APV 91 27,14 123,5
ET 106 18,68 122,3

Legenda: n = Nimero de células em cada grupo; SD = Desvio Padrao; s*> = Variancia; x = Média de

cada grupo

Posteriormente, foi calculado o Desvio Padréao Comum (SD, do inglés pooled
standard deviation) de acordo com a seguinte férmula classica, adaptada de Kang et
al., (2021):

Yi(ni—1)- s
k
dia(ni —1)

S Damostragem =

Sendo 2 = somatério; k = numero de grupos; n= numero de células em cada grupo;

s = desvio padrdo comum; s= variancia.

O Desvio Padrao Comum calculado foi de 27,39. Posteriormente, calculou-se o

valor do tamanho de efeito “f’ a partir da seguinte férmula:



Tm o E ( Ti — Tgeral ) 2
G—'”l - k

a

Sendo 0, = desvio padrdo das médias dos grupos; o = desvio padrdo comum; k =

numero de grupos; x = média de cada grupo.

O tamanho do efeito f apresenta 3 niveis: pequeno = 0.10, representa 10% da
variancia da variavel dependente; médio = 0.25, representa 25% da variancia da
variavel dependente; e grande = 0.40, representa 40% da variancia da variavel
dependente. Esse calculo resultou em um valor de f = 0,48, indicando um efeito de
magnitude grande de acordo com os critérios de Cohen (COHEN, 2013). No

software G*Power (versao 3.1.9.7), considerou-se f = 0,48, probabilidade de erro do

nivel de significancia a = 0,05, o Power (1 — 3 err prob) = 0.95 e numero de grupos

5, 0 que resultou num poder estatistico de 96% (Power (1 — B err prob)
0.9605700). Na Figura 29 é possivel observar a tela do Software G*Power com o

calculo do tamanho da amostra.

Figura 29 — Tela do Software G*Power com o calculo do tamanho da amostra

no experimento de ICC com alvo molecular Gal-4

Central and noncentral distributions Protocol of power analyses

critical F = 2.47902

0.6 4

0.4
Q0.2 B
oy Tt
N T ——e
(1] = T T ==
0] 2 4 6 g 10 12 14 16

Test family Statistical test

F tests ~ ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way w

Type of power analysis

A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size ~
Input Parameters Output Parameters

Determine = Effect size f 0.48 Noncentrality parameter A 20.7360000

o err prob 0.05 Critical F 2.4790155

Power (1-f err prob) 0.95 Numerator df 4

Number of groups 5 Denominator df 85

Total sample size a0

Actual power 0.9605700



Os dados do experimento de ICC com alvo molecular pCREB submetido a
ANOVA de uma via, foram submetidos a Estatistica Descritiva no Graphpad Prism
(Tabela 20).

Tabela 20 — Estatistica Descritiva fornecida pelo Graphpad Prism do experimento de

ICC com alvo molecular pCREB

Grupo n SD (s) s? X
Controle 150 17,48 150 99,97
M 93 19,24 93 98,53
P 133 24,32 133 121,50
Controle + 78 17,85 78 100,00
AG4
M + AG4 116 34,63 116 97,81
P+ AG4 126 32,29 126 103,90

Legenda: n = Numero de células em cada grupo; SD = Desvio Padrao; s? = Variancia; x = Média de

cada grupo

Posteriormente, calculou-se o SD de 25,55 e valor f de 3,97, com base nas
féormulas descritas anteriormente. O tamanho do efeito f apresenta 3 niveis:
pequeno = 0.10, representa 10% da variancia da variavel dependente; médio = 0.25,
representa 25% da variancia da variavel dependente; e grande = 0.40, representa
40% da variancia da variavel dependente. Esse célculo resultou em um valor de f=
3,97, indicando um efeito de magnitude grande que extrapola valores descritos na
literatura (COHEN, 1988). No software G*Power (versao 3.1.9.7), considerou-se f =
3,97, probabilidade de erro do nivel de significancia a = 0,05, o Power (1 — B err
prob) = 0.95 e numero de grupos = 6, 0 que resultou em poder estatistico de 99%
(Power (1 — B err prob) = 0.9997030). Na Figura 30 é possivel observar a tela do
Software G*Power com o calculo do tamanho da amostra.



Figura 30 — Tela do Software G*Power com o calculo do tamanho da amostra

no experimento de ICC com alvo molecular pCREB

Central and noncentral distributions Protocol of power analyses

critical F = 4.38737

0.25 +
0.2 4
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0.1
0.05 <
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Test family Statistical test
F tests w ANOWA: Fixed effects, omnibus, one-way W

Type of power analysis

A priori: Compute required sample size - given of, power, and effect size w
Input Parameters Output Parameters

Determine == Effect size f 3,97 Noncentrality parameter A 108

ol err prob 0.05 Critical F 4,3873742

Power (1-§ err prob) 0.95 Numerator df 5

Number of groups 6 Denominator df 5

Total sample size 12

Actual power 0.9997030




